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RÉSUMÉ 
Les kératines 8/18 sont les principales protéines de filaments intermédiaires exprimées au 
niveau des cellules d 'épithéliums simples. Plusieurs modifications post-traductionnelles 
affectant leurs résidus d'acides aminés ont été caractérisées et rapportées pour réguler 
l'organisation ainsi que les fonctions de ces filaments . Par exemple, la phosphorylation 
des résidus sérine des kératines 8118 est associée à la protection des hépatocytes contre 
l'apoptose induite par des agents cytotoxiques. La phosphorylation des kératines 811 8 
serait aussi impliquée dans certains processus physiologiques comme la croissance et la 
migration cellulaires. Des études récentes suggèrent que la phosphorylation des kératines 
8118 joue un rôle dans la régulation de certaines voies de signalisation cellulaire. 
Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans ces processus sont loin d'être 
clairement élucidés. Dans la présente étude, nous avons exploré la dynamique 
d'expression et de phosphorylation des kératines 8118 en réponse à un stress cytotoxique 
de type chimique ainsi que leurs interactions avec les protéines de la voie de survie 
PI3KJAktINF-KB. Dans cette étude, nous avons utilisé deux lignées cellulaires hépatiques, 
les HepG2 et Hep3B. Après induction chimique du stress cellulaire par deux composés 
pharmacologiques activant la p38 MAPK, nous montrons qu'il y a augmentation de la 
phosphorylation des kératines, 8118 qui s'accompagne d'une activation transitoire de la 
protéine de survie Akt (p-Akt-S473) au cours du temps ainsi que de l' augmentation de 
l'expression nucléaire de NF-KB de manière dose-dépendante. On note également que les 
traitements affectent l' interaction des kératines 8/18 avec la forme active de Hsp-27 
(PS82), alors qu'on observe une abolition de l'association entre NF-KB et les kératines 
8118 comparées aux conditions basales. De plus, la chaperonne Hsp27 semble influencer 
ces interactions réciproques probablement à travers ses liens aussi bien avec les kératines 
8118 qu ' avec NF-KB en situation de stress. Ces événements sont associés à une 
augmentation de la phosphorylation des kératines 8118. Ces résultats supportent 
1 'hypothèse que la phosphorylation des kératines 8118 jouerait un rôle dans la modulation 
de l' activation des protéines de la voie PI3KJ AktINF -KB en conditions de stress 
cytotoxique par leur association avec ces protéines de signalisation cellulaire. 
Mots-clés: Kératines 8/ 18 ; phosphorylation ; stress cytotoxique; signalisation cellulaire 
; PI3KJAkt ; NF-KB ; Hsp27. 
ABSTRACT 
Keratin 8/18 are the main intermediate filament proteins expressed in single epithelial 
cells. Several post-translational modifications affecting their amino acid residues have 
been characterized and reported to regulate the organization as well as the functions of 
these filaments. For example, the phosphorylation of keratin 8/ 18 serine residues is 
associated with the protection of hepatocytes against apoptosis induced by toxic agents. 
Phosphorylation of keratin 8/18 is also implicated in sorne physiological processes such 
as cell growth and migration. Recent studies suggest that phosphorylation ofkeratin 8/18 
plays a role in the regulation of certain cell signaling pathways. However, the molecular 
mechanisms involved in these processes are far from being c\early elucidated. In the 
present study, we explored the dynamics of expression and phosphorylation of keratin 
8/18 in response to chemical-based cytotoxic stress as well as their interactions with 
proteins of the PI3K / Akt / NF-KR pathway. In this study, we used two hepatic celllines, 
HepG2 and Hep3B. After chemical induction of cellular stress by two pharmacological 
compounds activating p38 MAPK, we show that the increase in phosphorylation ofkeratin 
8/18 is accompanied by a transient activation of the Akt survival protein (p-Akt-S473) 
over time as weIl as the increase in nuc\ear expression of NF -KR in a dose-dependent 
manner. It is also noted that the treatments affect the interaction of keratin 8/18 with the 
active form of Hsp-27 (PS82), whereas the association between NF -KR and keratin 8/18 
is observed to be abolished compared to basal conditions. In addition, the Hsp27 
chaperone appears to influence these interactions, probably through its binding to both 
keratin 8/18 and NF -KR under stress. These events are associated with an increase in 
phosphorylation of keratin 8/18. These results support the hypothesis that keratin 8/18 
phosphorylation plays a role in modulating the activation ofPI3K / Akt / NF-KR pathway 
proteins under toxic stress conditions by their association with these cellular signaling 
proteins. 
Mots-clés: Keratins 8118; phosphorylation; cytotoxic stress; cell signaling; PI3K1 Akt; 
NF-KR ; Hsp27. 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
1. FOIE, HISTOPHYSIOLOGIE ET HÉPATOTOXICITÉ 
1.1 Micro-anatomie du foie 
Le foie est la plus volumineuse glande du corps humain avec un poids moyen 
d'environ 2500 g chez le vivant adulte. Il est associé à plusieurs fonctions métaboliques 
indispensables à la vie. Situé à l ' hypochondre droit dans la cavité abdominale, il fait partie 
des glandes annexes du tube digestif. Le foie est irrigué par l'artère hépatique, branche du 
tronc cœliaque, et qui représente son réseau nourricier. Il reçoit également la veine porte 
qui est un confluent de la grande veine mésentérique et de la veine splénique drainant dans 
le foie tout le sang pauvrement oxygéné provenant des viscères (1). 
L'organisation classique du foie est basée sur une structure parenchymateuse 
délimitée par les prolongements de la capsule fibreuse de Glisson et nommée lobule 
hépatique. Chaque lobule de forme polyédrique de 1-2 millimètre de large est formé par 
une veine centro-Iobulaire à partir de laquelle s'étendent de façon radiaire des travées de 
cellules hépatocytaires vers la périphérie du lobule (Fig. 1). Ces hépatocytes sont irrigués 
par un réseau des sinusoïdes qui confluent dans la veine centro-Iobulaire. Au carrefour 
de trois ou quatre lobules, des septa fibreux délimitant ces lobules convergent un espace 
appelé Espace Porte de Kieman. Cet espace porte est constitué par une branche de la veine 
porte, une branche de l'artère hépatique et un canalicule biliaire donnant au lobule 
hépatique son propre apport sanguin (artériel et porte) et son propre drainage biliaire et 
veineux (2). 
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A cette organisation classique morphologique du foie fait suite une description 
fonctionnelle fondée sur la vascularisation intra-parenchymateuse du foie et basée sur une 
unité fonctionnelle du foie ou acinus hépatique de Rappaport. Cet acinus hépatique a été 
décrit en suivant l'activité métabolique des hépatocytes afin de mieux comprendre la 
pathogénie et la progression des affections hépatiques (3). Il est défini comme une surface 
de limite morphologique imprécise située entre deux ou trois veines-centro-Iobulaires et 
centrée par un espace porte (Fig. 2) contenant le réseau vasculaire. Chaque veinule et 
chaque artériole portes donnent des collatérales qui sont toutes des branches terminales 
dont dépend cet acinus hépatique. Trois zones sont ainsi décrites au sein de l'acinus: la 
zone 1 au centre de l'acinus et proche de l' espace porte dont les hépatocytes reçoivent le 
sang le plus riche en oxygène et en nutriments; la zone 3 proche de chaque veine centro-
lobulaire dont les hépatocytes reçoivent un sang pauvrement oxygéné (et donc plus 
sensibles aux effets délétères des toxines dans le sang) ; enfin une zone 2 intermédiaire 
entre les deux premières (4). 
Figure 1. A. Représentation tridimensionnelle du lobule hépatique: les travées 
hépatocytaires forment progressivement des lames hépatocytaires séparées par des 
sinusoïdes veineuses en provenance de la veine centro-Iobulaire. B. Aspect histologique 
du parenchyme hépatique: le lobule hépatique est démontré par une veine centro-Iobulaire 
(A) délimité par des prolongements fibreux (flèche) qui convergent vers l' espace porte 
(B). Tiré de F.J. Wilson et al. (1997) . 
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Les hépatocytes sont les cellules principales du foie . Ils représentent 80 % de la 
population cellulaire du foie humain et sont responsables de diverses fonctions qui sont 
spécifiques au foie. Un hépatocyte est classiquement décrit comme une volumineuse 
cellule polyédrique de 20 )lm de long sur 30 )lm de large environ, parfois binucléée, avec 
un noyau rond souvent tétraploïde pauvre en hétérochromatine, et une abondante quantité 
de mitochondries et de lysosomes témoignant d'une grande activité métabolique (5). On 
y trouve également de nombreuses inclusions de glycogène. Ils possèdent trois domaines 
spécialisés de la membrane plasmique leur permettant d 'entrer en contact avec les 
hépatocytes adjacents de la même travée (membranes latérales), avec le canalicule biliaire 
(membrane canaliculaire) et avec l'espace de Disse (membrane sinusoïdale) (Fig. 3). 
Lobule 
A 
Figure 2. A. Représentation graphique de l'acinus hépatique. Tiré du cours d'Histologie 
Spéciale de l'UCL, Inédit. B. Schéma de l'anatomie microscopique du foie. Tiré de Kumar 
et al. Robbins and Cotran (ed) (2010). 
Outre les hépatocytes, le parenchyme hépatique contient d'autres types cellulaires à 
différentes localisations. Parmi elles, on trouve les cellules de Kupffer ou macrophages 
hépatiques qui proviennent des monocytes sanguins et sont localisés soit dans les 
sinusoïdes hépatiques soit dans l' espace de Disse. L'espace de Disse contient un autre 
type cellulaire, les cellules étoilées ou d'Ito qui émettent de longs prolongements entre les 
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hépatocytes. Leurs cytoplasmes renferment des inclusions lipidiques; ils interviendraient 
dans le métabolisme des lipides et de la vitamine A. Enfin, on retrouve également des 
cellules endothéliales qui sont associées directement aux sinusoïdes en formant leurs 
parois fenestrées (6). 
1.2 Histophysiologie du foie 
Figure 3. Représentation 
schématique du parenchyme 
hépatique (hépatocytes et 
sinusoïdes). Tiré de Blanc JF, et al. 
(2002). 
H : hépatocyte (ms : membrane sinusoïdale; 
ml : membrane latérale ; mc : membrane 
canaliculaire ; mv : microvillosités) ; K : 
cellule de Kupffer ; CEF : cellule étoilée du 
foie ; E : cellule endothéliale sinusoïdale; 
LAF : lymphocyte associé du foie ; ED : 
espace de Disse (contient la matrice 
extracellulaire avec les collagènes, les 
glycoprotéines de structure et les 
protéoglycanes) ; R: récessus de l'espace de 
Disse ; S : sinusoïde. 
Le foie intervient dans 1 'homéostasie cellulaire par ses différentes fonctions qui 
sont principalement la synthèse du cholestérol et des protéines plasmatiques, le stockage, 
la transformation et la détoxification de certaines molécules organiques, la sécrétion de la 
bile, et la participation au métabolisme énergétique des macromolécules. Ces fonctions 
sont le fait d'une organisation structurale particulière représentée par différents éléments: 
une double vascularisation veineuse et artérielle (apports nutritifs, hormones) ; une 
disposition en travées unicellulaires des hépatocytes le long des sinusoïdes (facilitation 
des échanges) ; une séparation du compartiment biliaire hépatocytaire de la circulation 
sanguine (cycle entérohépatique) ; une organisation hépatocytaire intracellulaire 
spécifique (fonction métabolique et sécrétion exocrine) ; enfin une exposition des cellules 
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de Kupffer et des cellules endothéliales sinusoïdales aux différentes particules étrangères 
et substances immunogènes (7). 
Il existe une zonation métabolique au niveau du lobule hépatique, ou mieux une 
hétérogénéité intra-Iobulaire des hépatocytes, qui détermine la différence d'activités 
physiologique et métabolique exercées par les hépatocytes en fonction de leur position 
(8). Ainsi, plusieurs différences structurales et fonctionnelles des hépatocytes ont été 
identifiées entre les zones péri-portales et péri-veineuses grâce à diverses techniques 
biochimiques et physiologiques. Par exemple, la perfusion du foie isolé permet de mesurer 
à l'aide de micro-capteurs des variations de la consommation d'oxygène ou d'autres 
substrats dans les différentes zones du lobule hépatique et estimer ainsi leur activité 
métabolique (9). La zone péri-portale est caractérisée par l'oxydation, la glycogénolyse 
et la néoglycogénèse, la béta-oxydation des acides gras, la synthèse du cholestérol, le 
catabolisme des acides aminés, l' uréogenèse et la protection contre l'oxydation 
(glutathion peroxydase), alors que la zone péri-veineuse est spécialisée dans la 
glycogénosynthèse et la glycolyse, la lipogenèse, la cétogenèse, la synthèse de glutamine, 
la biotransformation, la protection contre l'oxydation (xanthine oxydase) et le 
métabolisme de l'alcool. Cette hétérogénéité intra-Iobulaire des hépatocytes est modifiée 
de façon rapide en réponse aux variations physiologiques ou pathologiques du milieu 
intérieur (10). 
Divers facteurs influencent le maintien de la zonation métabolique du lobule 
hépatique, parmi lesquels on peut citer comme facteur extrinsèque la perfusion sanguine 
qui est orientée de façon unidirectionnelle dans le lobule hépatique en partant de la zone 
périphérique vers la zone centrale, entrainant une distribution en oxygène et nutriments 
en faveur de la première zone perfusée. Un autre facteur important est le micro-
environnement hépatocytaire qui présente une composition cellulaire différente et 
fonctionnellement diversifiée (cellules endothéliales sinusoïdales, cellules de Kupffer, 
etc.). L'architecture trabéculaire et quelques facteurs intrinsèques aux hépatocytes, 
comme le flux hépatocytaire intra-Iobulaire, contribuent également à cette différenciation 
particulière des hépatocytes d'une zone lobulaire à l'autre (11,12). C'est ainsi que la 
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zonation métabolique prédispose certaines zones du lobule hépatique à être plus sensibles 
que d'autres face à certaines agressions infectieuses ou cytotoxiques. La zone péri-
veineuse du lobule hépatique est souvent le siège des lésions cytotoxiques dues à la 
présence de nombreuses enzymes (alcool-déshydrogénase, xanthine oxydase) qui 
produisent plusieurs métabolites secondaires comme les radicaux libres responsables des 
atteintes centro-lobulaires (13,14). 
2.3 Hépatotoxicité 
Les atteintes cytotoxiques du foie , d'origine médicamenteuse ou 
environnementale, constituent un réel problème de santé publique. La fréquence de 
1 'hépatotoxicité médicamenteuse par exemple représente environ 10% des lésions 
secondaires induites par les médicaments aux USA, avec une incidence globale entre 10 
et 40 sur 100000 patients (15). D'autre part, la métabolisation de l'éthanol aboutit à 
l'acétaldéhyde, un métabolite très cytotoxique pour le foie, qui est normalement oxydé en 
acétate par l'aldéhyde déshydrogénase. En cas de consommation excessive d'alcool, 
l'acétaldéhyde entraine progressivement des lésions chroniques très caractéristiques au 
niveau du foie et qui sont responsables d'une morbi-mortalité significative dans la 
population (16). 
Le tableau clinique des atteintes médicamenteuses hépatiques est très varié et 
dépend pour beaucoup de la variabilité génétique individuelle. Ainsi, plusieurs lésions 
sont décrites au niveau hépatique dont principalement une toxicité directe sur les 
hépatocytes ou les autres types cellulaires entrainant une nécrose ou une apoptose 
précédée d'une perturbation de la fonction hépatique (17). L'expression clinique est 
dominée par les hépatites aiguës, avec un risque d'hépatite fulminante, mais on retrouve 
également des aspects plus chroniques pouvant conduire à la cirrhose (figure 4) (18). 
Divers agents médicamenteux ou chimiques sont incriminés dans la survenue des lésions 
hépatiques pour lesquelles le surdosage est souvent responsable des lésions prévisibles: 
l'acétaminophène, le tétrachlorure de carbone, l'alcool et une exposition à la toxine 
Amanita phalloïdes (19). D'autres agents xénobiotiques sont généralement responsables 
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des lésions idiosyncrasiques quel que soit le dosage. L'acétaminophène est la principale 
cause d'atteintes médicamenteuses hépatiques, soit 50 % de lésions aiguës hépatiques aux 
États-Unis suite aux médicaments, avec une mortalité autour de 30% (20). Il est à noter 
que ces lésions hépatiques sont souvent réversibles après élimination de l'agent 
thérapeutique ou cytotoxique et que le diagnostic de ces lésions se fait par élimination 


























Figure 4. Différents types d'hépatotoxicité médicamenteuse selon les cellules atteintes. 
Tiré de Larrey, D. (2003). 
L' acétaminophène est métabolisé dans la plupart des cas par les enzymes 
hépatiques de conjugaison (glutathion-S-transférases, UDP-glucuronosyl-transférases et 
sulfo-transférases) pour sa désintoxication et son excrétion rénale sous forme de 
conjugués de glucuronate ou de sulfate. Moins de 5 % de l' acétaminophène est 
métabolisé par les enzymes hépatiques de fonctionnalisation, parmi lesquels on trouve 
principalement le cytochrome CYP2E 1, entrainant la formation d'un métabolite réactif 
qu'est le N-acétyl-p-benzoquinone imine (NAPQI) (21). Habituellement, le NAPQI réagit 
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avec le groupe sulfhydryle de la cystéine dans le glutathion aboutissant à sa détoxification. 
A forte dose, le NAPQI n 'est pas conjugué au glutathion (GSH) et conduit à son 
accumulation intra-hépatocytaire pour provoquer une nécrose centro-Iobulaire avec une 
insuffisance hépatique (22). Il se lie de façon covalente aux protéines hépatiques 
entrainant des dommages au niveau des membranes cellulaires et un dysfonctionnement 
mitochondrial, avec comme effet d 'accroitre le stress oxydatif (23). Il s'en suit une 
activation d ' un certain nombre de kinases dont essentiellement les MAPK (mitogen 
activated protein kinase), particulièrement la c-Jun N-terminal kinase (JNK), qui 
participent à la formation des pores de transition de perméabilité de la membrane 
mitochondriale (MPT). L'effondrement progressif du potentiel membranaire 
mitochondrial induit une nécrose hépatocytaire (24). 
Hormis les médicaments, la consommation excessIve d ' alcool (éthanol) est 
responsable des lésions hépatiques caractéristiques regroupées en trois types à savoir la 
stéatose hépatique, 1 'hépatite alcool ique aiguë et la cirrhose alcoolique. Ces lésions 
pouvant s ' associer ou se succéder sans ordre chez un même patient (25). Plus de la moitié 
des adultes dans les pays occidentaux consomme l' alcool et 5-10% d'entre eux 
développeront l'alcoolisme chronique (26). En France, l'éthanol reste la substance 
psychoactive la plus consommée dans la population avec environ 9 litres d'alcool 
purlhabitant/an (27). L' absorption de l'alcool se fait au niveau gastrique et intestinal, puis 
il est distribué à partir du sang dans tous les tissus de l'organisme. La majeure partie de 
l'alcool ingéré subit une transformation dans le foie (Fig. 5) (28). 
La principale vOIe de métabolisation de l'éthanol est celle de l'alcool 
déshydrogénase (ADH) alors que le système d'oxydation microsomal intervient à des 
doses élevées d'éthanol dans le sang (29). L' acétaldéhyde produit est normalement oxydé 
en acétate par l'aldéhyde déshydrogénase, lequel est ensuite oxydé en dioxyde de carbone 
et en eau par les tissus périphériques. En cas de consommation excessive d ' alcool (2,0 g/l) 
et chez les alcooliques chroniques, l'acétaldéhyde affecte les fonctions de nombreux tissus 
de l' organisme mais ses effets seront plus marqués au niveau hépatique. L'acétaldéhyde 
semble donc être le facteur cytotoxique responsable de l'atteinte hépatique causée par 
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l'alcool (30). L'acétaldéhyde produit des adduits stables et instables par sa fixation 
covalente aux macromolécules cellulaires. Ces adduits vont entrainer entre autres effets 
une modification des propriétés biologiques des protéines perturbant ainsi le transport 
intracellulaire et la sécrétion des protéines avec comme conséquence une rétention intra-
cellulaire anormale (31). De même, la formation d'adduits d'acétaldéhyde et de collagènes 
peut favoriser la formation des néo-antigènes responsables des réactions immunologiques 
fibrogéniques ou empêcher la dégradation normale du collagène et conduire in fine à la 
cirrhose (32,33). 
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Figure 5. Principales VOles du métabolisme oxydatif de l'éthanol. ADH : alcool 
déshydrogénase; ALDH : acétaldéhyde déshydrogénase ; NADP : nicotinamide adénine 
dinucléotide-phosphate ; NADPH : nicotinamide adénine di nucléotide-phosphate 
hydrogéné. Tiré de Kumar et al. Robbins and Cotran (ed) (2010). 
Histologiquement, l'hépatite alcoolique est caractérisée par des lésions 
pathognomoniques qui ne sont pas spécifiques, car on les retrouve dans d'autres 
pathologies hépatiques. On peut citer premièrement une vacuolisation des hépatocytes 
accompagnée de foyers de nécrose centro-Iobulaire. Il y a ensuite la formation des Corps 
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de Mallory-Denk (Fig. 6) qui sont décrits comme des inclusions intra-hépatocytaires 
d'agrégats de filaments intermédiaires de kératine 8 et 18 (K8118), associés à d'autres 
protéines comme l'ubiquitine. D 'autres lésions sont décrites, soit une réaction 
inflammatoire faite principalement des polynucléaires neutrophiles qui pénètrent dans le 
lobule hépatique et s'accumulent autour des hépatocytes dégénérés, en particulier ceux 
contenant des corps de Mallory-Denk (MDB), et enfin une fibrose hépatique qui est 
souvent sinusoïdale et périveineuse suite à une activation des cellules étoilées (34,35). 
Figure 6. A. Nécrose hépatocytaire (flèche) entourée d'un infiltrat inflammatoire 
accompagnant une vacuolisation hépatocytaire. B. Corps de Mallory-Denk faits d ' une 
touffe éosinophilique intra-hépatocytaire et séparés d'une trame fibreuse (coloration de 
Masson). Tirée de Kumar et al. Robbins and Cotran (ed), 2010. 
La cirrhose hépatique représente l'évolution ultime et irréversible de l'atteinte 
hépatique alcoolique avec une mortalité globale due à la cirrhose de 47% tel que rapporté 
dans beaucoup d'études auprès des groupes de patients présentant une atteinte clinique ou 
biologique du foie (36,37). Cette mortalité par la cirrhose est souvent associée au 
carCInome hépato-cellulaire (38). Plusieurs facteurs de risque sont associés au 
développement et à la gravité des complications de la maladie alcoolique du foie dont 
principalement le sexe féminin, l'origine ethnique, et des facteurs purement génétiques 
(39,40). 
Il 
II. CYTOSQUELETTE ET FILAMENTS INTERMÉDIAIRES 
2.1 Généralités sur le cytosquelette 
Le cytosquelette est une structure subcellulaire constituée de réseaux de filaments 
protéiques interconnectés et regroupés en trois types, à savoir les microtubules (MTs), les 
filaments intermédiaires (FIs) et les microfilaments d'actine (MFs), ainsi que leurs 
protéines régulatrices (Fig. 7). Il joue un rôle majeur dans la cellule en déterminant 
l'architecture cellulaire, en contrôlant le transport intracellulaire, et en assurant l'ancrage 
de la cellule aux cellules voisines et à la matrice extracellulaire (41). Ces filaments 
protéiques sont formés à la suite d'une polymérisation régulée d'unités monomériques qui 
sont soit des protéines globulaires formant des filaments polarisés (MTs et MFs), soit des 
protéines fibreuses formant des filaments non polarisées (FIs). Ils se répartissent de la 
membrane plasmique au noyau. Ils subissent des remaniements dynamiques suite à des 
changements physiologiques et passent d'un type stable en un type peu stable et soluble 
(42,43). Les protéines régulatrices des polymères du cytosquelette contrôlent leur 
organisation architecturale et comprennent essentiellement des facteurs favorisant la 
nucléation des filaments, des facteurs polymérisants et dépolymérisants, des protéines 
coiffantes et des protéines stabilisatrices (44). 
Figure 7. Eléments du cytosquelette : a. Neurone; b. Micrographie en fluorescence du 
cône de croissance neuronale; c. Axone neuronale; d. Cône de croissance; e. MTs ; f. 
FIs (neurofilaments) ; g. MFs. Tiré de Fletcher, DA (2010). 
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Les MTs sont des protéines en forme de tubes creux et rigides, de 25 nm de 
diamètre, formées par la polymérisation de protéines globulaires de 52 kDa appelées a et 
B tubulines. Les deux types de tubulines s'associent pour former des hétérodimères, 
lesquels s'auto-assemblent à leur tour pour donner des protofilaments. Chaque 
microtubule contient 13 protofilaments agencés de sorte que les molécules de tubuline a 
et ~ de deux protofilaments voisins sont décalées d'une unité. La structure globale prend 
une disposition hélicoïdale avec une extrémité liée à un centre organisateur des 
microtubules (MTOC) qui dans les cellules animales est appelé centrosome (Fig. 8). Les 
MTs sont caractérisées en plus par une instabilité dynamique passant facilement d'un état 
de croissance stable en un rétrécissement rapide en réponse aux protéines régulatrices et 
aux changements physiologiques de la cellule. Les polymères de tubuline-a~ sont par 
ailleurs associées à certaines protéines motrices appelées MAP (Microtubule Associated 
Proteins : dynéine, nexine, kinésine, etc.) qui contribuent au succès de leur assemblage et 
du mouvent des molécules et des organelles (45). Les MTs sont les filaments les plus 
rigides du cytosquelette. Lorsqu'elles sont associées au MTOC elles irradient vers la 
membrane plasmique. Elles peuvent aussi s'étendre tout le long du cytoplasme des 
cellules (46). Les MTs jouent plusieurs rôles essentiels dans la cellule. Elles contrôlent le 
trafic intracellulaire des organites et des vésicules, déterminent la polarité et la taille des 
cellules, sont impliquées dans la croissance cellulaire par la formation du fuseau 
achromatique lors de la mitose, et permettent le déplacement des cellules pourvues de 
flagelles, (47,48). 
Figure 8 : Réseau de microtubules identifié par immunofluorescence indirecte ciblant la 
tubuline dans les fibroblastes de souris. A. Cellules normales; B. Cellules exposées à 10 
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/lmol de Taxol pendant 22h. Le taxol empêche la dépolymérisation des microtubules. Tiré 
de Schiff, PB and Horwitz, B (1979). 
Les MFs sont des polymères de 5-7 nm de diamètre formés d'une protéine 
globulaire nommée actine G. Ils sont constitués de deux chaines hélicoïdales d 'un des 
trois types d'actine (a, ~, y). Les monomères d'actine-G s'associent en dimères instables 
qui peuvent être rapidement dissociés ou formés après une phase d 'élongation des 
polymères plus stables appelés Actine-F (Fig. 9). Un petit pool reste cependant dans un 
état globulaire en équilibre avec les filaments d'actine. La dépolymérisation des filaments 
d'actine est liée à l' hydrolyse d'une molécule d ' ATP qui leur est associée alors que 
l'actine-G contient l' ADP (49,50). Les MFs sont associés à certaines protéines qui jouent 
un rôle dans la régulation de leurs fonctions . Plusieurs protéines peuvent s'associer à 
l'actine les ABPs (Actin Binding Proteins) : la thymosine, la profiline, la myosine, le 
caldesmon, la tropomyosine, la coffiline, la gelsol ine, etc. (51,52). Ces protéines jouent 
des rôles dans la polymérisation des MFs et contrôlent leur fonction. 
Figure 9. Micrographies électroniques de l'actine musculaire: a. Actine-F ; b. Actine-F 
+ cofiline. La cofiline déstabilise l'actine-F ; c. Actine-F + gelsoline. La gelsoline entraîne 
la dislocation de l'actine-F. Tiré de Dos Remedios, et al. (2003). 
Les MFs sont des structures polarisées instables qui participent à de nombreuses 
fonctions cellulaires. Ils sont très abondants dans les cellules et représentent 5 à 20% des 
protéines totales de cellules musculaires ou non. On retrouve les MFs au niveau du cortex 
cellulaire où ils sont disposés sous la membrane plasmique et déterminent des points 
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d'ancrage des cellules à un support, permettant ainsi des mouvements d 'expansion et de 
rétraction cellulaire (53,54). Au niveau du front de migration pendant le mouvement 
cellulaire, le cortex cellulaire d'actine présente des prolongements cytoplasmiques 
appelés filopodes. Au cours de la mitose, ils forment l'anneau contractile qui permet la 
séparation de la cellule mère en deux cellules filles. Les MFs forment également l'appareil 
contractile des cellules musculaires. En effet, en association avec la myosine, la 
tropomyosine et la troponine, les MFs permettent la contraction musculaire (55). Quelques 
fonctions régulatrices ont été décrites plus en détail en rapport avec les ABP dans la 
dynamique organisationnelle des MFs. Par exemple, la tropomoduline lie l'extrémité (-) 
et stabilise les MFs en inhibant la polyrnérisation/dépolymérisation, la profiline lie l' ADP-
G-actine et permet l'élongation de l'extrémité (+) des MFs en catalysant la formation de 
l'A TP, l' Arp2/3 initie la formation du noyau du nouveau filament au départ d'un autre 
(branched filament) alors que la formine initie la formation du noyau d'un unique nouveau 
filament (unbranched filament) (56). 
2. 2 Filaments Intermédiaires 
Les FIs sont formés par une grande famille de protéines qui sont très conservées 
au cours de l'évolution et qui sont exprimées de façon spécifique dans les différents tissus. 
Ils sont de taille intermédiaire (10 -12 nm de diamètre), entre les MTs (25 nm) et les MF 
(7 nm), et sont codés par près de 70 gènes dont l'expression dépend du stade de 
différenciation embryonnaire et du type de cellules (57,58). Les FIs sont classifiés en six 
types principaux suivant l'homologie de leurs séquences en acides aminés (59). Ainsi, on 
retrouve le type l, formé de kératines acidiques, et le type II, formé de kératines basiques 
ou neutres; le type III est composé de quatre protéines différentes formant des 
homodimères ou des hétérodimères (la vimentine, la desmine, la protéine acide fibrillaire 
gliale (GFAP) et la périphérine); le type IV comporte comme protéines les 
neurofilaments, l' a-internexine, la nestine, la syncoiline et la synemine; le type V est 
formé par les lamines nucléaires; enfin le type VI est composé de la phakinine et de la 
filensine qui ne se retrouvent que dans les fibres cristalliniennes différenciées (Fig. 10). 
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Figure 10. A. Types et distribution des protéines de FIs chez l'homme. B. Schéma de la 
structure des FIs. Tiré de Kornreich, M et al. (2015). 
La structure commune des protéines de Fis est un domaine central appelé Tige, 
très conservé au cours de l'évolution et fait d'une hélice a, sur lequel sont flanquées deux 
extrémités hétérogènes dont un domaine amino-terminal appelé Tête et un domaine 
carboxy-terminal nommé Queue (Fig. Il). Le domaine central est subdivisé en quatre 
segments (lA, lB, lIA et lIB) par trois régions intercalaires (LI , L12 et L2) et regroupe 
les sous-domaines coHl (lA et lB) et coH2 (2A et 2B), formés de certaines séquences très 
conservées pour tous les FIs, et qui sont responsables de l'assemblage des Fis (60,61). La 
région intercalaire certaines protéines de Fis comme la kératine 18 porte une séquence 
d'acides aminés qui est reconnue par les caspases au cours de l'apoptose. Les deux 
extrémités hétérogènes sont marquées par des modifications post-traductionnelles (62,63). 
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Figure 11. Structure des Fis de Kératines. Tirée de Omary, MB et al. (2009). 
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L'assemblage des Fis se fait par la formation d'homo ou hétérodimères 
dépendamment du type de FIs. Les kératines forment des hétérodimères obligatoires 
composés d'un partenaire de type 1 acidique et de type II basique dans un rapport 
équimolaire 1 : 1, alors que les FIs de type III et IV forment soit des homodimères ou des 
hétérodimères (64). Les différents dimères forment ensuite des tétramères dans une 
disposition anti-parallèle expliquant l'absence de polarité des Fis. Ces tétramères solubles 
constituent des sous-unités de base pour la formation des FIs in vivo. L'association latérale 
de huit tétramères forment une unité de longueur de filament (ULF: Unit Length 
Filament) de 16 nm de diamètre dont l'assemblage donnera successivement des filaments 
courts, puis des filaments matures de 10 nm de diamètre après un alignement longitudinal 
et une compaction radiale (65). L'élongation finale se fera de bout-en-bout de chaque 
filament mature pour aboutir à une organisation cytoplasmique des FIs s'étendant de la 
membrane plasmique à la membrane nucléaire, hormis pour les lamines qui se retrouvent 
uniquement dans le noyau (66). 
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Figure 12. Assemblage et réorganisation des Fis. Tiré de Snider, N. et al. (2014). 
La dynamique d'assemblage des protéines de Fis ou leur désassemblage en 
tétramères solubles est liée à l'état physiologique de la cellule et répond aussi à certains 
facteurs de régulation de la fonction des FIs. Cela a bien été étudié avec le cycle de 
réorganisation des kératines qui est déterminé par certaines modifications post-
traductionnelles, comme la phosphorylation, et qui entraine soit une nucléation des 
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tétramères solubles en vue de la formation des FIs matures, soit une dissolution du réseau 
des FIs en ULF pour un nouveau cycle (Fig. 12) (67). Les FIs remplissent diverses 
fonctions dans l'organisme aussi bien celles liées à l'intégrité cellulaire par leurs propriétés 
physico-élastiques, que celles non mécaniques associées à la croissance et la migration 
cellulaire, ainsi que la régulation de la réponse cellulaire à certains stimuli extérieurs (68). 
2.3 Kératines 
Les kératines sont des protéines de 40-70 kD de poids moléculaire qui sont 
spécifiques aux cellules épithéliales. Elles sont réparties en deux groupes dont les 
kératines acidiques de type 1 (K9, KlO, K12 -K20, K23 et K24) codés par 28 gènes et 
celles basiques de type II (KI - K8, K76 à K80) codées par 26 gènes (60). Les différents 
couples de kératines formés par un partenaire de chaque type se répartissent dans toutes 
les cellules qui composent les tissus épithéliaux. Ainsi, on retrouve généralement le couple 
des kératines 8/18 au niveau des cellules de l'épithélium simple, mais aussi au niveau des 
cellules des épithéliums pseudostratifiés (épithélium respiratoire) ; les K5/14 au niveau de 
l'épithélium malpighien ou encore les K4/13 au niveau de l'épithélium supra-basale de 
l'œsophage (Tableau 1) (69,70). 
Tableau 1. Expression des kératines dans les tissus épithéliaux humains*. 
É ithéliums Kératine type Il Kératine type 1 
Epithélium simple 
Épithélium pseudostratifié (respiratoire) 
Épithélium stratifié (kératinocytes basaux) 
Épithélium stratifié (kératinocytes supra-
basaux) 
Épithélium stratifié non kératinisé (couche 
su pra-basale) 
Épithélium stratifié (kératinocytes cornifiés) 
Kératinocytes embryonnaires ou en culture 
Épithélium épais des plantes et paumes 







KS, K1, K2, K6, 
K80 
* Modifié de Loschke et al. (2015) et Clément, S. (2004). 
K18,19,20,23 
K18 
K14, K1S, K19 
K9,1Q, 12 





2.4 Régulation et implication fonctionnelle des kératines 
La régulation de la fonction des kératines se fait principalement par le biais de 
leurs modifications post-traductionnelles (MPTs) et leur liaison à différentes protéines 
(71). Plusieurs MPTs comme la phosphorylation, la glycosylation, la sumoylation, 
l'acetylation, l' ubiquitylation, et la protéolyse médiée par les caspases affectent les 
kératines (65). Ces MPTs affectent la dynamique d'assemblage ou la réorganisation des 
kératines et déterminent leurs interactions moléculaires avec diverses composantes 
cellulaires en réponse à différents états physiopathologiques (60,71). La phosphorylation 
est la plus étudiée des MPTs. Elle permet l'association des kératines avec des 
kinases/phosphatases ainsi que des protéines jonctionnelles et adaptatrices (70). Divers 
résidus de kératines ont été identifiés comme des sites de phosphorylation par diverses 
kinases (Tableau 2.) (70). 
Les kératines sont connues pour participer à l'ancrage des cellules épithéliales à la 
matrice extra-cellulaire à travers les hémidesmosomes, en plus de participer à la cohésion 
inter-cellulaire par leurs liaisons aux desmosomes (72). Outre ces fonctions structurales, 
les kératines émergent actuellement comme des modulateurs des signaux intra-cellulaires 
principalement par leurs interactions avec des molécules effectrices de différentes voies 
de signalisation, aussi bien dans les conditions physiologiques que pathologiques (60,69). 
Ainsi, il est admis que les kératines influencent la réponse aux signaux intra et 
extracellulaires, de même que l'adaptation aux différents types de stress physico-chimique 
(41,73). L'importance des kératines dans les cellules a été démontrée par l'existence de 
mutations qui sont associées au développement de pathologies congénitales ou 
expérimentales. On sait par exemple que des mutations faux -sens des gènes de K5/14 sont 
responsables du développement de l'épidermolyse bulleuse congénitale une maladie qui 
entraîne une fragilité épidermique et une instabilité mécanique des kératinocytes (74,75). 
De plus, des mutations des gènes codant pour les K8/18 et K 19 dans les épithéliums 
simples sont associées à une prédisposition aux maladies hépatiques (76). Ces mutations 
altèrent les propriétés physico-chimiques des kératines et entraînent un déséquilibre du 
cycle de leur phosphorylation/déphosphorylation qui affecte leurs fonctions régulatrices 
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ce qui conduit à un défaut de l'intégrité cellulaire ainsi qu'une plus grande susceptibilité 
à l'apoptose (77,78). 
Tableau 2. Résidus de kératines phosphorylés et kinases impliquées* 
Kératines Résidus Kinases Références 
phosphorylés 
K8 Ser-8 PKA,PKC8 (Akita, et aL, 2007 ; Ando, et aL, 1996) 
Ser-12 PKA (Ando, et aL, 1996) 
Ser-23 PKA,PKC8 (Akita, et aL, 2007; Ando, et aL, 1996) 
Ser-33 PKA (Ando, et aL, 1996) 
Ser-36 PKA (An do, et aL, 1996) 
Ser-42 PKA (Ando, et aL, 1996) 
Ser-50 PKA (Ando, et aL, 1996) 
Ser-73 P38, JNK, PKc8 (Ku, N.O. et aL, 2002 ; Menon, et aL, 2010) 
Ser-416 PKA (Ando, et aL, 1996) 
Ser-423 PKA (Ando, et aL, 1996) 
Ser-425 PKA (Ando, et aL, 1996) 
Ser-431 ERK, JNK (Busch, et aL, 2012 ; Park, et aL, 2012) 
K17 Ser-44 RSK1 (Pan, et aL, 2011) 
K18 Ser-33 PKc8 (Sivaramakrishnan, et aL, 2009) 
Ser-52 MK2 (Menon, et aL, 2010) 
K19 Ser-35 Non déterminé (Zhou, et aL, 1999) 
Tyr-391 Src kinase (Zhou, et aL, 2010) 
K20 Ser-13 MK2, PKc8 (Menon, et aL, 2010; Zhou, et aL, 2006) 
*Modifié de Kim, H.J., et al. (2015). 
Dans les conditions basales, les kératines sont faiblement phosphorylées. Dans 
des conditions d'hyperactivité cellulaire ou en présence d'agents cytotoxiques menant à 
un stress physico-chimique, on observe une augmentation de leur phosphorylation sur des 
sites spécifiques (68). En ce qui concerne la K8, la phosphorylation du résidu K8 Ser-23 
est très conservée et s' observe en situation physiologique, alors que les résidus Ser-73 et 
Ser-431 de K8 sont phosphorylés au cours de la mitose, en réponse aux stress cytotoxiques 
et au cours de l'apoptose (79). Pour sa part, la K18 est faiblement phosphorylée de façon 
constitutive au niveau du résidu Ser-33 tandis que son résidu Ser-52 voit sa 
phosphorylation augmentée au cours de la mitose et de l'apoptose (80,81). Il est 
actuellement admis que la phosphorylation des K81l8 permet la réorganisation du réseau 
des FIs et est impliquée dans la formation d'agrégats insolubles intra-cytoplasmiques tels 
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que ceux composants les MDB (corps de Denk Mallory) dans les hépatocytes (82). La 
modification de la phosphorylation joue un rôle dans la régulation de la réponse cellulaire 
suite à l'activation de différentes protéines kinases. Par exemple que la protéine kinase Co 
(PKCo) phosphoryle la K8 sur le résidu Ser-73 dans les cellules alvéolaires A549 
entrainant l'effondrement du réseau de kératine (83). De même, p38 MAPK est impliquée 
dans la phosphorylation de la Ser-73 de la K8 après exposition des cellules à l'acide 
okadaïque alors que c-Jun N-terminal Kinase (JNK) serait responsable de la 
phosphorylation des résidus Ser-73 et Ser-431 après son induction dans des conditions 
expérimentales (84,85). La phosphorylation du résidu Ser-33 de K 18 par PKCo est 
associée à son interaction avec la protéine adaptatrice 14-3-3 ce qui favorise la progression 
du cycle cellulaire dans les hépatocytes (86,87). Par contre, la phosphorylation du résidu 
Ser-52 de K 18 est impliquée dans la protection des hépatocytes au cours du stress 
cytotoxique (88) ; l' hyper phosphorylation des deux résidus Ser-33 et Ser-52 de K18 est 
associée à la progression de l' hépatite virale B (89). 
Différentes protéines de diverses voies de signalisation cellulaire ciblent le réseau 
des FIs de kératine qui leur offre une plate-forme d'activité à travers des interactions 
directes ou indirectes. Les modifications post-traductionnelles des kératines, par la 
régulation de leurs fonctions, participent de cette coopération moléculaire en favorisant 
l'association des kératines avec des molécules clés de signalisation pour le bon 
fonctionnement cellulaire (65). Par exemple, la protéine adaptatrice 14-3-3 se lie à la K18 
après sa phosphorylation sur le résidu Ser33, ce qui a pour effet la translocation nucléaire 
de la phosphatase cdc25 qui active la kinase CDK 1 et permet la progression du cycle 
cellulaire (87). D'autre part, K 17 régule la ré-épithélialisation au niveau des épithéliums 
malpighiens lésés en se liant à 14-3-3cr dans le cytoplasme, ce qui favorise l'activation 
subséquente de la voie Akt/mTOR responsable de la croissance cellulaire (90,91). 
2.5 Kératines, stress et voie de survie PI3K1 AKT 
Les kératines des épithéliums simples, en particulier K81 18, ont été identifiées dans 
plusieurs études comme des protéines associées à la réponse au stress cellulaire de types 
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mécanique et cytotoxique. En réponse à un stress cytotoxique par exemple, les kératines 
seules ou associées à d'autres protéines telle que Hsp70 forment des agrégats 
intracytoplasmiques. Les kératines se présentent dans ces agrégats sous formes 
hyperphosphorylées et subissent une réorganisation périnucléaire de leur architecture telle 
qu 'observée au cours d'une hépatite alcoolique (80). Aussi, il est actuellement admis que 
les kératines médient la résistance à l'apoptose ou à la nécrose cellulaire à la suite d'un 
stress cytotoxique ou mécanique par divers mécanismes au niveau des cellules épithéliales 
(92). Leurs propriétés visco-élastiques les rendent plus résistantes aux stress mécaniques 
générés aux points d ' adhésion focaux (PAF) que les autres membres du cytosquelette, et 
déterminent l'intégrité physique de la cellule (93). Ainsi, une mutation au niveau des 
K8118 par exemple accroit la fragilité des hépatocytes face au stress mécanique, et les 
prédispose à une susceptibilité accrue aux lésions hépatiques induites par les médicaments 
(94). 
Plusieurs auteurs ont proposé des mécanismes moléculaires associés à la résistance 
au stress physico-chimique médiée par les K8/ 18 bien que la fonction des kératines dans 
ce processus ne soit pas encore clairement élucidée. Par exemple, la résistance des cellules 
épithéliales simples aux contraintes mécaniques fait intervenir des mécano-senseurs 
comme les intégrines a5~1 liant la fibronectine et une modulation des composantes du 
cytosquelette, parmi lesquelles les FIs de K8118 , pour aboutir à une activation de F AK 
(Focal Adhésion Kinase) et le recrutement de Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 
2) (92,93). Par ailleurs, divers agents environnementaux conduisant au stress cytotoxique 
comme les alkylants, activent la voie des MAPK en aval de Grb2 via Rac 1 par un 
mécanisme indépendant du récepteur de facteur de croissance, et aboutissent à une 
cascade de phosphorylation de différentes MAPK (95). L' activation subséquente de p38 
MAPK est quant à elle impliquée dans le régulation de Hsp27 (figure 13) et la 
phosphorylation de K8 dans ces mêmes conditions de stress (84). 
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Figure 13 : Activation de la voie de p38 MAPK après induction du stress cellulaire par 
différents agents cytotoxiques. (2013 , Cell Signaling Technology, Inc.). 
La kinase Akt (protéine kinase B ou PKB) est impliquée dans la régulation de la 
survie cellulaire en réponse à divers stimuli qui induisent la production de 
phosphatidylinositol (3 ,4,5) tris-phosphates (PIP3) par la phospho-inositide 3-kinase 
(PI3K) (96). PIP3 est inséré dans la membrane plasmique et contribue au recrutement 
membranaire d'Akt en se liant à son domaine PH (pleckstrine-homologie) suivi de 
l'activation de sa fonction kinase. Son activation finale dépend de sa double 
phosphorylation d 'une part par PDKI (phosphatidyl inositol 3 dependent kinase 1) au 
niveau de la Thr308 et d ' autre part au niveau de la Ser473 par mTORC2 (97). Certaines 
études ont montré que la stimulation des intégrines suite à une contrainte mécanique due 
à l'étirement membranaire active la kinase Akt par une voie dépendante des modifications 
des kératines, suggérant que les kératines sont nécessaires à la transmission du signal 
transactivateur (98,99). De plus, Aktjoue un rôle dans la régulation de l' apoptose via la 
signalisation de NF-KB en activant IKKa qui conduit à la libération de NF-KB après la 
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phosphorylation de son inhibiteur cytoplasmique IKB-u. L'activation de NF-KB par des 
modifications post-traductionnelles à la suite de sa dissociation d'IKB conduit à sa 
translocation nucléaire pour la transcription de ses gènes cibles dont FLIP et XIAP qui 
inhibent l'apoptose, participant ainsi à la survie cellulaire médiée par exemple par les 
kératines en réponse au stress cytotoxique (100). 
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Figure 14: Rôle de la vOIe oncogénique PI3K1AktlNF-KB dans la modulation de 
l'apoptose. Tiré de Macdonald, F. et al. (2005). 
III. Projet de Recherche 
3.1 Contexte du Projet 
Comme mentionné plus haut, les kératines 8/18 sont les protéines de FIs reconnues 
pour jouer un rôle dans la régulation de l'homéostasie des cellules épithéliales simples 
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(81,101). Leur niveau d'expression dépend aussi bien de l'état de différenciation du tissu 
qu'elles fonnent, que de l'activité physiologique en réponse à certains stimuli externes. 
La phosphorylation des K8/ 18 sur des sites spécifiques est essentielle pour la protection 
des cellules contre les stress mécaniques et cytotoxiques. Les mécanismes moléculaires 
par lesquels les kératines jouent ce rôle sont encore très mal connus. (82,102). 
Des études menées dans notre laboratoire ont pennis de démontrer que lors de 
l'intoxication des souris à la griséofulvine, un agent hépatocytotoxique, il y avait au 
niveau des hépatocytes une augmentation immédiate de l'expression des kératines, de leur 
phosphorylation, et de l'expression de la protéine de choc thennique Hsp70. À long 
tenne, ces travaux ont montré qu'il y avait formation d'agrégats de FIs aussi appelés les 
MDBs (80). D'autres études ont montré, dans un modèle in vitro d'intoxication à la 
griséofulvine de cellules hépatiques HepG2, que les K8118 co-localisaient aussi bien avec 
Fas qu'avec p-Akt (Ser-473) suggérant un rôle de protection des hépatocytes contre le 
stress cytotoxique par la modulation directe de ces voies de signalisation (103). Plus 
récemment, Lamontagne, S. a montré par immunoprécipitation que les K8118 étaient 
directement associées à la protéine de survie Akt et au facteur de transcription NF-KB dans 
les cellules épithéliales hépatiques. Nous avons donc cherché à étudier le rôle de la 
phosphorylation des K8118 dans les mécanismes de survie observés dans un contexte de 
stress cytotoxique. Plus précisément, nous avons cherché à détenniner si la modulation de 
la phosphorylation des K8118 affecte leur interaction avec les protéines de la voie de survie 
PI3K1AktlNF-KB. 
3.2 Objectifs de l'étude 
L'objectif à long tenne de nos travaux est de comprendre les mécanismes 
moléculaires par lesquels les kératines protègent les cellules épithéliales simples contre le 
stress cytotoxique en analysant les voies de signalisation dans lesquelles elles semblent 
être impliquées. Comme mentionné plus haut, les K81l8 interagissent avec les protéines 
Akt et NF-KE. Notre hypothèse est que suite à une situation de stress cytotoxique, la 
phosphorylation des kératines 8118 jouerait un rôle dans le contrôle de l'activation d 'Akt 
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et de NF-KB. L'objectif principal de ce projet de recherche est de déterminer les 
mécanismes moléculaires par lesquels les K81l8 protègent les cellules épithéliales simples 
contre le stress cytotoxique de type chimique. Pour atteindre cet objectif, nous nous 
proposons les objectifs spécifiques suivants. Premièrement, élucider les voies de 
signalisation impliquées dans la réponse au stress cytotoxique dans les cellules épithéliales 
hépatiques ; et secondairement analyser l'interaction entre les kératines 8118 
phosphorylées et les protéines de la voie de survie PI3K1Ak:t/NF-KB. 
3.3 Modèle expérimental 
Pour mener à bien ces objectifs, nous avons basé notre étude expérimentale sur deux 
modèles in vitro soit une culture de cellules HepG2 et Hep3B. Ces deux lignées cellulaires, 
dérivées respectivement d'hépatomes et hépatocarcinome humains, sont utilisées par 
plusieurs auteurs dans des études de cytotoxicité et de métabolisme hépatiques comme 
alternatives de culture d'hépatocytes primaires (104,105). Nous avons adapté le protocole 
de Ku N-O en utilisant deux agents cytotoxiques, soit l'anisomycine et le méthyl-méthane 
sulfonate, après plusieurs essais de concentration et de temps de traitement. Ces deux 
agents ont été utilisés par cet auteur pour activer la p38 MAPK dans les cellules HT29 du 
colon avec la dose de 10 !-lg/ml pendant 0-20 heures pour l 'anisomycine ou 0.1 à 1 mg/ml 
pendant 0-24 heures pour le méthyl-méthane sulfonate (79). 
L'anisomycine est un antibiotique pyrrolidine isolé à partir de la bactérie 
Streptomyces griseolus et qui a comme propriété d'activer les SAPK, en particulier la p38 
MAPK. Par ailleurs, il peut interférer partiellement avec la synthèse de l'ADN, et donc 
celle des protéines, en inhibant le peptidyl-transferase ou le système 80S des ribosomes 
(106,107). Le méthyl-méthane sulfonate est un agent alkylant qui agit par interférence 
avec l'ADN des cellules entrainant ainsi des dommages irréversibles. Ses propriétés 
pharmacologiques passent par ses métabolites qui activent plusieurs kinases dont p38 
MAPK et ERK 1/2 ainsi que la voie de transduction du signal de mort cellulaire via 
l'acétylation des protéines (108,109). 
CHAPITRE II 
Phosphorylation des kératines 8/18 et modulation de la voie de survie 
PI3K1AktINF-KB dans les cellules HepG2 et Hep3B suite à un stress cytotoxique 
Christian Mayemba, Eric Asselin, et Monique Cadrin 1 
Groupe de Recherche en Signalisation Cellulaire, Département de Biologie Médicale, 
Université du Québec à Trois-Rivières, Trois-Rivières, Québec G9A 5H7, Canada 
Le contenu de ce chapitre fera l'objet d'une publication en anglais dans une 
revue scientifique à déterminer. 
1.1 Contribution des auteurs 
Christian N. Mayemba a réalisé la totalité des expériences exposées dans le présent 
travail de recherche avec la collaboration technique de Stéphanie Lamontagne et de 
Nadeem Muhammad Asghar. Christian N. Mayemba a été supervisé au cours de son 
travail en laboratoire par la directrice de recherche Monique Cadrin et son co-directeur 
Éric Asselin pour diverses questions de réflexion et d 'orientations méthodologiques. 
Monique Cadrin a contribué à la conception du projet d'étude et en a assuré la bonne 
réalisation. Christian N. Mayemba et Monique Cadrin ont participé à la rédaction de 
l'article scientifique présenté dans le présent mémoire. 
1.2 Résumé de l'article 
Les kératines 8/18 sont des protéines de filaments intermédiaires exprimées au niveau des 
cellules des épithéliums simples. Elles jouent un rôle dans la protection des cellules contre 
1 Toute correspondance peut être adressée à : Dr Monique Cadrin, Groupe de Recherche en Signalisation 
Cellulaire, Département de Biologie Médicale, Université du Québec à Trois-Rivières, c.P. 500, Trois-
Rivières, Québec G9A 5H7, Canada. Tél. : 819-376-5011 ; Téléc. : 819-376-5057 ; E-mail: 
monique.Cadrin@uqtr.ca. 
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les stress mécaniques et cytotoxiques. Par exemple, la phosphorylation des résidus sérine 
des K8 (S73 et S431) /18 (S33 et S52) est associée à la protection des hépatocytes contre 
l'apoptose. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans ce processus restent 
à déterminer. Pour étudier le rôle de la phosphorylation des K8/18 en situation de stress 
cytotoxique, nous avons exposé les cellules d'hépatocarcinome (HepG2 et Hep3B) à deux 
composés pharmacologiques (anisomycine et méthyl-méthane sulfonate) qui ont la 
propriété d'activer la p38 MAPK dont la K8 est un des substrats. Nous avons étudié 
l'expression des K8/18, et la phosphorylation de la K8 sur la sérine S73 et sur la sérine 
431 suite aux différents traitements. Nous avons analysé leurs interactions respectives 
avec les protéines de la voie PI3K1 Akt/NF -KB. Nos résultats montrent que la 
phosphorylation de la K8 sur les résidus serine (73 et 431) suite à l'activation de la voie 
p38 MAPK s'accompagne d'une augmentation de la forme active d'Akt (p-Akt-S473) en 
fonction du temps de traitement. Une baisse de la quantité d'IKB-a, ainsi que 
l'augmentation de la translocation nucléaire de NF-KB est observée en fonction de la dose 
et du temps de traitement. La localisation nucléaire de NF -KB est associée à une abolition 
de l'association entre NF-KB et K81K18 comparée aux conditions basales. Les traitements 
affectent aussi l'interaction des kératines 8/18 avec la forme active de Hsp-27 (PS82), 
alors Ces résultats suggèrent que la phosphorylation des kératines jouerait un rôle dans la 
modulation de l'activation des protéines de la voie AktINF-KB. Nos résultats supportent 
donc l 'hypothèse que les kératines seraient directement associées à la régulation de la voie 
de survie PI3K1AktINF-KB en réponse à un stress cytotoxique et ce afin de maintenir 
l 'homéostasie cellulaire. 
Liste des abréviations: PI3K, phosphaidyl-inositol-3 kinase; Akt, protéine kinase B ; NF-
KB, nuclear factor kappa light polypeptide gene enhacer in B-cells ; IKB-a, inhibitor alpha 
of nuclear factor kappa light polypeptide gene enhacer in B-cells ; IKK, IKB kinases; FIs, 
filaments interméd iaires ; MF, microfilaments ; MT, microtubules ; K, kératine; p38 
MAPK, p38 mitogen-activated protein kinase; SAPK, stress activated prote in kinase; 
JNK, c-Jun N-terminal kinase; EGFR, epidermal growth factor receptor; PKC8, protéine 
kinase C delta; PDK1, phosphoinositide-dependent kinase-l ; IGF-I, insulin growth 
factor-l ; mTOR, mammalian target of rapamycine. 
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1.3 Introduction 
Les filaments intermédiaires (FIs) constituent avec les microfilaments d' actine (MF) 
et les microtubules (MT) le cytosquelette de la plupart des cellules de mammifères. Ils ont 
une taille de 10 à 12 nm de diamètre qui est intermédiaire entre les MT (25 nm) et les MF 
(7 nm). Ils sont formés par une grande famille de protéines qui sont exprimées de façon 
spécifique durant la différenciation des cellules et dans les divers tissus (1). Les protéines 
de FIs sont codées par près de 70 gènes (2,3). Les kératines sont des protéines de 40 à 70 
kD de poids moléculaire qui sont spécifiques aux cellules épithéliales. Elles sont réparties 
en deux groupes dont les kératines acidiques de type 1 (K9, KIO, K12 àK20, K23 et K24) 
codés par 28 gènes et celles neutres basiques de type II (KI à K8, K76 à K80) codées par 
26 gènes (4). Elles s'associent en hétérodimères non covalents obligatoires composés d'un 
partenaire de chaque type dans un rapport 1 : 1 équimolaire (5). Les kératines primaires 
des épithéliums simples sont composées du couple K8 (type II) et K18 (type 1) (K8118). 
Leur organisation structurale est faite d'une partie centrale a-hélicoïdale conservée le 
domaine Tige flanquée de deux extrémités hétérogènes dont un domaine amino-terminal 
Tête et un domaine carboxy-terminal Queue (6,7). Ces extrémités sont le siège de 
modifications post-traductionnelles qui sont responsables de la régulation de leurs 
fonctions. La phosphorylation est de loin la plus étudiée et la plus importante de ces 
modifications post-traductionnelles (8). La phosphorylation des kératines conduit à la 
réorganisation du réseau de FIs et permet leur liaison à d'autres protéines (9). Ces 
protéines de liaison comprennent des kinases, des phosphatases, des protéines 
jonctionnelles et adaptatrices impliquées dans différentes voies de signalisations (10). 
Alors qu'il est admis que les FIs participent à l'organisation structurale de la cellule 
en soutenant la membrane plasmique (11), des études récentes se sont intéressées à leurs 
fonctions potentielles dans le maintien de 1 'homéostasie cellulaire tant dans les situations 
normales que pathologiques (12,13). On note par exemple que des souris nourries avec 
une diète contenant une drogue hépatocytotoxique, la griséofulvine, présentent, au niveau 
des hépatocyte une augmentation rapide (premiers jours de traitement) du niveau 
d'expression et de la phosphorylation des kératines. À long terme, ces modifications sont 
associées à une désorganisation du réseau de FIs et la formation d'amas de FIs (14). Ces 
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amas protéiques intra-hépatocytaires connus sous le nom de Corps de Mallory-Denk sont 
également retrouvés au cours du développement des hépatites alcooliques chez l'homme 
suite à l'intoxication à l'éthanol (15). Il a aussi été montré que les hépatocytes de souris 
knock-out en K8 étaient beaucoup plus sensibles à la présence d'agents cytotoxiques. Ces 
souris développaient une hyperplasie du côlon en raison d 'une hausse des gènes pro-survie 
et une diminution de l'activation des caspases (16). Par ailleurs, plusieurs études 
incriminent directement ou indirectement l' hyper-phosphorylation des K8118 dans la 
migration et le pouvoir invasif de certains types de cellules cancéreuses (17). De plus, il a 
été démontré que des mutations dans les gènes K811 8 représentent des facteurs de 
prédisposition pour le développement d'hépatopathies chroniques (19). Ces mutations 
entrainent un défaut de l' intégrité cellulaire et de protection contre l'apoptose, ainsi qu'un 
déséquilibre du cycle de phosphorylation/déphosphorylation et de solubilité des kératines 
(20). Il apparait ainsi que les FIs, particulièrement ceux présents dans les épithéliums 
simples, en plus de leur rôle structurel, auraient une fonction de protection contre 
l'apoptose au cours de stress de type physico-chimiques. Suite à des modifications post-
traductionnelles comme la phosphorylation, leurs interactions avec certaines protéines 
différentes voies de signalisation cellulaire seraient modifiées ce qui affecterait ces voies 
de signalisation (21 ,22). Les mécanismes moléculaires précis de cette protection des 
kératines contre l'apoptose, en particulier en réponse à un stress chimique, sont encore 
très mal connus. 
En situation physiologique (conditions basales), les kératines sont faiblement 
phosphorylées alors qu ' en situation d 'hyperactivité cellulaire telle que la mitose ou en 
présence d'un agent menant au stress oxydatif ou physico-chimique les kératines 
deviennent phosphorylées sur des sites spécifiques (23). Ainsi, en réponse aux stimuli 
cytotoxiques la K8 devient phosphorylée sur le résidu sérine 73 par la p38 MAPK alors 
que le site K8 Serine-431 peut devenir phosphorylé suite à l' activation de la voie des 
MAPK dépendante de l'EGFR ou encore par la kinase JNK (24). De façon constitutive, 
la phosphorylation de la K18 Serine-33 est faible alors que l ' apoptose et le stress cellulaire 
affectent la phosphorylation de Serine-52 (25). D ' autres kinases comme la protéine kinase 
C8 (PKC8) et la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) peuvent aussi phosphoryler les 
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kératines (26). Des études récentes ont montré que la perte des kératines 8/18 des cellules 
cancéreuses épithéliales était associée à une modulation de l'apoptose par une 
modification de la localisation membranaire des récepteurs Fas, de même que 
l 'hyperactivation de la voie oncogénique PI3K1 AktINF -KB favorisant ainsi la migration 
collective et l'invasion cancéreuse (27). L'activation d' Akt via la phosphoinositide-
dependent kinase-l (PDKI) après stimulation d'un récepteur à tyrosine kinase par 
l'insulin-like growth factor-l (IGF-l) entraine la phosphorylation de l'inhibiteur de NF-
KB (IKB-a) et la translocation nucléaire de NF-KB qui induit la transcription des gènes 
pro-survie (28). Il a donc été suggéré que les kératines participent activement au maintien 
de l'homéostasie cellulaire tant dans la régulation de l'apoptose que dans la survie 
cellulaire par le biais de leurs liaisons avec certaines molécules importantes de 
signalisation cellulaire (29,30). Nous émettons ainsi l'hypothèse que les protéines Akt 
et/ou NF-KB seraient liées directement aux kératines 8/18 et que cette interaction serait 
dépendante de la phosphorylation. 
Dans la présente étude, nous avons analysé l'interaction entre la phosphorylation 
des kératines 8 (Ser73 et Ser431) /18 et les protéines de la voie de signalisation de la 
phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI3K1AktINF-KB) afin de comprendre les influences 
réciproques menant à la modulation de l'apoptose en réponse à un stress cytotoxique de 
type chimique. Dans une situation basale, Akt et NF-KB sont directement liées aux 
kératines. Nos résultats démontrent que l'exposition des cellules HepG2 et Hep3B à des 
agents cytotoxiques (anisomycine et méthyl-méthane sulfonate) entraîne la 
phosphorylation de la K8 sur les résidus Ser-73 et Ser-431 et une activation de la protéine 
Akt en fonction du temps de traitement. Nous avons aussi observé que ces kératines 
phosphorylées interagissent avec la forme activée d'Hsp27 (pS82). Les traitements 
entraînent aussi une activation de NF-KB et sa translocation au niveau du noyau. Ces 
résultats supportent l'hypothèse que la phosphorylation des kératines pourrait moduler 
l'activation de la voie de signalisation PI3K1AktINF-KB. De par son interaction avec les 
kératines, la chaperonne moléculaire Hsp27 pourrait jouer un rôle dans le contrôle de cette 
voie de signalisation. 
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1.4 Matériels et méthodes 
Réactifs et anticorps 
L'anisomycine (AN, #A9789), le Méthyl-méthane sulfonate (MMS, #129925), les 
inhibiteurs de phosphatases PhosSTOP (#4906845001) et le bisbenzimide Hoechst 33342 
(#2261) proviennent de Sigma-Aldrich Canada Ltd (Oakville, ON, Canada) ; la solution 
de révélation SuperSignal West Pico Kit (#34080) provient de Pierce (Rockford, IL, 
USA); les inhibiteurs de protéases (#11 836 153001) proviennent de Roche (Mannheim, 
Germany). Le Bovine Serum Albumine (BSA) (#B14), les billes d'agarose-couplées à la 
protéine G (#20397) et les billes magnétiques couplées à la protéine G (#88848) 
proviennent de ThermoFisher Scientific™ (Rockford, IL, USA). 
Nous avons utilisé différents anticorps primaires dont un anti-K8 (Troma 1) (Brûlet 
et al., 1980) et un anti-Kl8 (L2AI) (Chou et Omary, 1991), anti-K8 contre deux épitopes 
phosphorylés de K8, soit contre K8p sérine 73 (LJ4) (Liao et al., 1997) et la sérine 431 
(5B3) (Ku et Omary, 2001), ainsi qu'un anti-K18 phosphorylé sur la sérine 52 (3055), une 
gracieuseté du Dr. M.B. Omary (Ann Arbor, MI, USA). Tous les autres anticorps 
primaires utilisés proviennent de Cell Signaling Technology (New England Biolabs, Ltd., 
Whitby, ON, Canada). Les anticorps secondaires utilisés sont respectivement un anti-IgG 
de souris ou de rat couplé à la rhodamine ou à la fluorescéine (#715-025-151, #712-025-
153, #715-095-151 et #7 12-095-153) de Jackson Immunoresearch Laboratories (West 
Grove, PA, USA), un anti-IgG de lapin couplé à l'Alexa 488 ou l'Alexa 555 (#A21206 et 
#A31572) de Molecular Probes (Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) pour 
l'immunofluorescence, et un anti-IgG de souris, de rat ou de lapin couplé au horseradish 
peroxydase (HRP) (#715-035-151, #712-035-153, #711 -035-152) de Jackson 
Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA, USA) pour le western blot. 
Culture cellulaire 
Les lignées cellulaires HepG2 (#HB-8065),) et Hep3B (#HB-8064), dérivées 
d'hépatocarcinome, en provenance d'ATCC (Burlington, ON, Canada), ont été cultivées 
dans le milieu Dulbecco's Minimum Essential Medium (#SH30023.02) de Hyc\one 
(Rockford, IL, USA) supplémenté de 10% de sérum fœtal bovin (#SH30071, Hyclone) et 
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de 50 Ilg/ml de gentamicine (#SV30080.0 l, Hyclone), et maintenues dans une atmosphère 
humidifiée comprenant 5% de C02 à une température de 37°C. Les expériences ont été 
réalisées avec des cellules à 15 passages au plus. Les cellules ont été ensemencées sur des 
plaques de 6 puits de 9,5 cm2 à raison de 106 cellules par puits en vue de l'extraction 
protéique ou des plaques de 12 puits pour l'immunofluorescence. Pour étudier les 
interactions protéiques, les cellules ont été cultivées dans des boites de pétri de 100 mm à 
raison de 5 x 106 cellules par pétri pendant 24 heures avant le traitement expérimental. 
Traitement expérimental 
Pour induire la phosphorylation des K8118, nous avons activé la kinase p38 par 
une incubation des cellules avec l'anisomycine, un composé antimycosique, (2.5-10 
llg/mI/2h; 5 Ilg/ml 15min - 4 h) ou avec un agent alkylant, le méthyl-méthane Sulfonate, 
(0,25-1 mg/ml/2h ; 0,1 mg/ml 15min-4 h). Ce dernier active en plus la p42/44 MAPK. Les 
cellules ont été récoltées après trypsinisation puis rincées avec la solution saline 
tamponnée au phosphate (PBS) (137 mM NaCI, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCI, et un 
pH de 7.4), lysées avec le tampon RIPA (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCI, 1 mM 
EDTA, 1 mM EGTA, 1 % NP-40, 1 % sodium deoxycholate) additionné d'inhibiteurs de 
protéases (Complete Roche, Mannheim, Germany) et de phosphatases (PhosSTOP, 
Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) suivi de trois séries de congélation/décongélation 
L'extrait protéique a été conservé à - 20°C pour immuno-buvardage de type Western. 
Fractionnement cyto-nucléaire 
La trousse « NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic (Thermo Scientific™, Rockford, 
IL, USA) »nous a permis d'extraire les fractions protéiques cytoplasmiques et nucléaires. 
Les cellules ont été centrifugées (500 g) pendant trois minutes le culot a été suspendu dans 
100 III de réactif CER 1 glacé contenant les inhibiteurs de protéases et de phosphatases. 
Après une légère agitation du tube et une incubation de 10 minutes, 5,5 ml du deuxième 
réactif CER II a été ajouté afin de fragiliser les membranes. Après 5 minutes de 
centrifugation (16000 g) le surnageant contenant le cytosol a été recueilli. Le culot a été 
suspendu dans le troisième réactifNER de lyse complet et incubé pendant 40 minutes sur 
la glace, interrompue par de légères agitations à toutes les 10 minutes. Après une 
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centrifugation (16000 g) de 10 minutes, le surnageant (fraction nucléaire) a été recueilli 
et stocké à - 20°C. 
lmmunoprécipitation 
L'analyse des interactions entre les différents complexes protéiques d' intérêt a été 
réalisée par immunoprécipitation. Les cellules ont été lysées avec le Wash Buffer 1 (50 
mM Tris-base pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.5% sodium deoxycholate) additionné 
d' inhibiteurs de protéases et de phosphatases, homogénéisées à l'aide d'une seringue 
(23G) puis centrifugées à 12000 g pendant 10 minutes à 4 oC. Afin d'éliminer les 
interactions non spécifiques, les protéines ont été suspendues avec des billes d'agarose-
protéine G pendant 1 heure à 4° C. Après centrifugation, le surnageant a été incubé avec 
un de ces anticorps primaires (p-Akt-Ser473 , p-Akt-T308, NF-kBp65 , K8 pSer73 ou K8 
pSer431) toute la nuit sous agitation lente à 4° C, incubées avec les billes d'agarose-
protéine G pendant au moins 5 heures, puis lavés avec du tampon, soit 2 fois avec Wash 
Buffer 2 (50 mM Tris-HeI pH 7.5, 500 mM NaCI, 0.1 % Nonidet P-40, 0.05 sodium 
deoxycholate) et une fois avec Wash Buffer 3 (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 % Nonidet P-
40, 0.05% sodium deoxycholate), et centrifugés entre chaque lavage (1 min à 12 000 g). 
Les billes ont été resuspendues dans un ratio 1 : 1 [billes : Tampon de chargement 
échantillon IX (125 mM Tris-HCL pH 6.8, 4% SDS, 15% glycérol, 0,1% bleu de 
bromophénol et lM DTT)] , ensuite chauffées 5 minutes à 95°c, puis brièvement 
centrifugées. Le surnageant contenant les protéines immunoprécipitées a été récolté pour 
analyse par un immuno-buvardage de type western. 
lmmunobuvardage de type western 
La concentration protéique a été déterminée en utilisant la trousse « Pierce ™ BCA 
Protein Assay» suivant la méthode de Lowry modifiée (31). La séparation des protéines 
(30 ~glpuit) a été réalisée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 10% 
(375 mM Tris pH 8,8, 5 %, 7.5 % ou 10 % acrylamide-bisacrylamide (28 : 2), 0,1 % SDS, 
APS et TEMED) à 200 volts durant environ 1,5 heure dans le tampon de migration (25 
mM Tris, 192 mM glycine, 0,1 % SDS). Les protéines ont été transférées sur une 
membrane de nitrocellulose préalablement équilibrée dans le tampon de transfert (25 mM 
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Tris, 192 mM glycine, 0,01 % SDS, 20 % MetOH). Le transfert a été réalisé en utilisant 
un appareil Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) à 15 volts pour une 
période de 15 minutes par membrane dans le tampon de transfert maintenu à 4 oC. Une 
coloration au Rouge de Ponceau a permis de vérifier le transfert des protéines sur la 
membrane de nitrocellulose. La membrane a ensuite été lavée au PBS IX pendant 5 
minutes, suivi d'une saturation des sites non spécifiques avec une solution de PBS- 0,06% 
Tween 20 contenant 5% de lait en poudre (PBS IX pH 7.4-5 % Lait-0,06% Tween-20) 
pendant 1 heure. Ensuite, les membranes ont été incubées avec les anticorps primaires 
dilués dans le PBS-Tween-20-Lait à 1 : 1000 pour une nuit à 4°C sous légère agitation: 
Troma 1 (anti-K8), L2A1 (anti-K18), LJ4 (anti-K8 pSer73), 5B3 (anti-K8 pSer431), anti-
Ald-totale, anti-Akt 1, anti-Akt2, anti-Akt3, anti-phospho-Akt-Ser473, anti-phospho-Akt-
T308, anti-NF-KBp65, anti-IkB-a, anti-phospho- IkB-a, anti-p38, anti-phospho-p38, anti-
Hsp27 et anti-phospho-Hsp27-Ser82. Les membranes ont par la suite été lavées à trois 
reprises avec le PBS-Tween-20 durant 15 minutes. L'hybridation du deuxième anticorps 
conjugué à la peroxydase de Horse (HRP) a été faite dans la solution de PBS-Tween-20-
Lait, dilué de [1 :5000] à [1 : 10000] pendant 45 min. Les membranes ont été lavées 
pendant 15 minutes avec le PBS-Tween puis une fois avec le PBS IX. Un contrôle de 
charge a été effectué en utilisant l 'anticorps anti-~-actine (Sigma Aldrich, Oakville, ON, 
Canada) couplé à la peroxydase dans le PBS-T 20-Lait 5% pendant 45 minutes. La 
révélation a été faite avec un réactif chémiluminescent (Super Signal® : West Pico Kit 
#34095 Pierce) qui produit un signal lumineux pouvant être détecté à l'aide du système 
UVP Bioimaging Biodoc-it G 125285. L'analyse densitométrique des images a été 
effectuée à l'aide du logiciel Image J (NIB, Bethesda, MD, USA). 
Immunofluorescence 
Les cellules ont été cultivées sur des lamelles de verre, traitées selon le protocole 
établi, lavées à 2 reprises avec du PBS (137 mM NaCI, 2,68 mM KCI, 4,29mM Na2HP04, 
1,47 mM KH2P04, pH 7,2) et fixées au paraformaldehyde 3.7 %, dissout dans du PBS 
pour 15 minutes. Après deux lavages au PBS, les cellules ont été perméabilisées pendant 
10 minutes avec le Triton 0.01 % dissout dans du PBS. Les cellules ont ensuite été incubées 
avec au plus deux anticorps primaires dilués à différentes concentrations dans le PBS 
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pendant 24 heures à 4°C: Troma [1 :2], L2AI [1 :100], LJ4 [1 :100], 3055[1:100] ,anti-
Akt [1:200], anti-phospho-Akt [1:200], anti-NF-KB [1:200]. Les cellules ont par la suite 
été incubées pendant 60 minutes avec les anticorps secondaires couplés à la fluorescéine 
isothiocyanate ou à la rhodamine dilués [1 : 1 00] dans le PBS ou encore couplés à l'Alexa 
488 et 555 dilués [1 :200] et [1:250] respectivement. Le Hoechst a été dilué dans le PBS 
à [1 : 1 0 000] pour une incubation de 5 minutes. Les lamelles ont été montées sur une lame 
de verre en utilisant le milieu de montage Immuno-mount (#89261-452, VWR, 
Bridgeport, NJ, USA). L'observation des cellules a été effectuée à l'aide d'un microscope 
confocal à balayage Laser de type Leica TCS SP8. 
Analyses statistiques 
Le logiciel Prism GraphPad (La Jolla, Canada), version 6.0 a permis de réaliser des 
analyses statistiques. Les données ont été soumises à une analyse de la variance ANOY A 
unilatérale. Les différences entre les variances des groupes expérimentaux ont été 
déterminées en utilisant le test de Brown Forsythe. La signification statistique a été 
acceptée lorsque la valeur de p était inférieure à 0,05. Les expériences ont été répétées 
trois fois. 
1.5 Résultats 
Effet du Méthyl méthane sulfonate et de l 'Anisomycine sur la phosphorylation des K8/18 
et la voie de signalisation Akt et NF-KB chez les cellules HEPG2 
La p38 MAPK et les kinases MK2/3 (MAPK-activated protein kinases) ont la 
capacité de phosphoryler les K8/18 et ainsi jouer un rôle dans la régulation de leurs 
fonctions (32). Pour évaluer le rôle de la phosphorylation des kératines 8/18 dans la 
modulation de l'activité des protéines de survie cellulaire Akt et NF-KB au cours d'un 
stress cytotoxique, nous avons activé la p38 MAPK par l'exposition des cellules HepG2 
au méthyl-méthane sulfonate (0,25 - 1 mg/ml), un agent alkylant reconnu pour son rôle 
dans l'activation des voies de stress cellulaire. La Fig. lA montre qu'une hausse de la 
concentration du méthyl-méthane sulfonate entraîne une augmentation de la 
phosphorylation de la protéine p38 MAPK, ce qui la rend active (33). Nos résultats 
montrent que le traitement entraîne aussi une augmentation de la quantité de la K8 et 
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affecte son état de phosphorylation. En effet, les résidus K8 Ser73 et K8Ser431 sont très 
peu phosphorylés en situation de contrôle. Le traitement avec le méthyl-méthane sulfonate 
entraine une augmentation de la phosphorylation de la K8 S73 en fonction de la 
concentration. Le résidu K8 Ser431 montre une augmentation de phosphorylation aux 
doses de 0.25 à 0.5 mg/ml et une diminution par la suite. L'expression de la protéine Akt 
et sa phosphorylation ne sont pas affectées par ces traitements de 2h. L'exposition des 
cellules HepG2 à une dose croissante d'anisomycine (2.5-10 gglml), un antifongique 
induisant un stress cytotoxique de type chimique, entraîne une augmentation significative 
de l'expression totale de K8/18 ainsi que la phosphorylation des résidus Ser73 et Ser43 1 
de K8, comparé aux cellules contrôles non exposées (Fig. lB). Comme démontré ci-haut, 
le traitement des cellules HepG2 à dose croissante d'anisomycine ne modifie pas 
l'expression totale d'Akt ni n'influence sa phosphorylation . 
Nous avons analysé la localisation de NF-K13 entre les compartiments cytosolique 
et nucléaire en fonction du temps de traitement à l'anisomicyne. Sous sa forme inactive 
NF-K13 est associé à IKB et est localisé au niveau du cytoplasme. À la suite de la 
phosphorylation de son inhibiteur (IK13), NF-K13 devient libre et se relocalise au niveau du 
noyau. Comme facteur de transcription, NF-K13 contribue activement à la transcription de 
gènes impliqués dans la survie cellulaire comme XIAP et c-FLIP (34). Nos résultats 
montrent que l'inhibiteur de NF-K13, IKB, devient brièvement phosphorylé après 
l'exposition des cellules à l'anisomycine. La phosphorylation de IkB conduit à la 
libération de NF-K13 qui se relocalise alors au niveau du noyau. Ainsi la Fig. IC montre 
une phosphorylation d'IK13 suivie de la baisse de la quantité de cette fraction 
phosphorylée, possiblement à la suite de sa dégradation par le protéasome. On note aussi 
une augmentation du niveau de la quantité nucléaire de NF-K13 comparé au contrôle 
nucléaire (PARP) contrairement à sa fraction cytosolique qui décroit progressivement en 
comparaison à la B-tubuline cytoplasmique. 
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Effets de l 'exposition au Méthyl méthane sulfonate et à l 'A nisomycine sur l 'activation des 
voies de survie cellulaire au cours du temps 
Pour poursuivre notre étude sur l'activation de p38 MAPK et de la phosphorylation 
des K8118, nous avons soumis les cellules aux deux agents cytotoxiques, soit le méthyl-
méthane sulfonate ou l'anisomycine, à une dose constante en fonction du temps. Ainsi, la 
Fig. 2A montre qu'un traitement au méthyl-méthane sulfonate 0.1 mg/ml entraîne 
l'activation de p38 MAPK après 15 à 30 minutes de traitement. La p38 MAPK demeure 
activée pendant toute la période de traitement étudiée. L'activation de p38 MAPK est 
associée à une augmentation de la phosphorylation de K8 (Ser73). En effet, après 15 à 30 
minutes de traitement, on note une augmentation de K8 pS73 et un accroissement de la 
quantité de K8 pS73 en fonction du temps. En ce qui concerne la K8 (Ser431) il Y a une 
augmentation de la phosphorylation marquée après 15 minutes de traitement. Cependant 
après 2 heures d'exposition, la phosphorylation du résidu Ser431 de K8 baisse à son 
niveau basal. La protéine Akt dont l'expression totale reste stable voit sa phosphorylation 
augmenter après 15 à 30 minutes de traitement, soit au même moment où la 
phosphorylation de K8 est augmentée. La forme activée de Akt disparait assez rapidement 
soit après Ih d'exposition au méthyl-méthane sulfonate. La protéine chaperonne Hsp27 
une fois activée s'associe aux kératines 8/18 et participe dans l'activation de voies de 
survie cellulaire devient phosphorylée et active suite au traitement (Fig. 2A). 
Le traitement avec l' anisomycine 5/lg/ml (15 minutes à 4 heures) donne 
essentiellement les mêmes résultats que ceux observés suite au traitement au méthyl-
méthane sulfonate (Fig. 2B). De plus suite à ce traitement les résultats concernant la 
phosphorylation et la dégradation de l'inhibiteur de NF-KB qui permettent à NF-KB 
d'entrer dans le noyau reproduisent le même profil que ce qui a été observé au cours de 
l'augmentation de la dose de l'agent cytotoxique. 
Interaction entre les protéines de la voie Akt/NF-KB et des K8/18 phosphorylés 
Pour examiner s'il existe un lien entre la phosphorylation des K8/18 et l'activation 
de la voie Akt/NF-KB en situation de stress cytotoxique, nous avons analysé si la 
phosphorylation des kératines entraînait une modification dans l'interaction des protéines 
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de la voie AktINF-KB et les kératines. Dans des études récentes nous avons montré par 
immunoprécipitation que Akt et NF- KB interagissaient avec les K8/18 (mémoire de 
maitrise de Stéphanie Lamontagne). On observe en outre les interactions entre d'une part 
les protéines K8/18 et NF-KB en absence de traitement (Fig. 3A), d'autre part entre la 
protéine chaperonne Hsp27 (ainsi que sa forme activée) et NF-KB dans les cellules 
exposées au Méthyl-méthane sulfonate (Fig. 3B); des expériences similaires ont été 
obtenues aussi avec l'anisomycine (données non présentées). Il est important de noter que 
l'interaction entre NF-KB et son inhibiteur IKB-a, mise en évidence dans les échantillons 
contrôles, disparait à la suite de l'induction du stress cytotoxique (Fig. 3B). Ceci suggère 
une libération de NF-KB par son inhibiteur en vue d'une translocation nucléaire et la 
transactivation de ses gènes cibles. Nos résultats montrent aussi que les K8/18 
phosphorylés (K8 sur la Ser73 et 431) suite au traitement au Méthyl-méthane sulfonate 
0.1 mglml/4h interagissent avec la protéine chaperonne HSP27 (pSer82) comme illustrés 
sur les figures 4A et 4B. Le fait que la forme active de Hsp27 induite au cours du stress 
se lie à NF-KB nous oriente vers une coordination d'actions impliquant d'un côté la 
phosphorylation des K81l8 en réponse à l'induction du stress cytotoxique, et de l'autre 
l'activation de NF-KB. Nos résultats ne permettent pas d'arriver à des conclusions 
concernant Akt puisque nous n'avons pas réussi à montrer que Akt interagit avec les 
kératines. Différentes études montrent que Akt interagit avec les kératines. Les 
expériences concernant Akt devront être répétées. 
Parallèlement, les expériences d'immunofluorescence sur les cellules Hep3B 
exposées à l'anisomycine à la dose de 10 Ilglml pendant 2 heures démontrent que le 
traitement entraine une réorganisation périnucléaire du réseau de K8/18. Ces expériences 
confirment aussi la nette augmentation de la forme phosphorylée de K8 S73 dans les 
cellules traitées à l'anisomycine comparée aux cellules contrôles (Fig. 5). 
1.6 Discussion 
Il est de plus en plus admis que les kératines jouent un rôle dans la régulation de 
certaines voies de signalisation cellulaire et plus particulièrement celles impliquées dans 
le processus visant à répondre à une agression de type physico-chimique (8, 17). De plus 
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la phosphorylation de la K8 sur les sérines 73 et 431 est nécessaire pour protéger les 
hépatocytes contre les stress cytotoxiques (12). Dans la présente étude, nous avons donc 
tenté de détenniner si la phosphorylation des K8118 joue un rôle dans la régulation de la 
voie de signalisation Pl3KJAktINF-KR. Les cellules HepG2 et Hep3B ont été traitées avec 
du méthyl-méthane sulfonate ou de l'anisomycine. Nos résultats montrent que ces 
traitements entraînent l'activation de la MAPK 38 et la phosphorylation de la K8 sur les 
résidus Sérine-73 et 431, aussi bien avec les cellules HepG2 que les Hep3B quel que soit 
l'agent toxique utilisé. Ces résultats sont en accord avec les résultats de l'équipe de Bishr 
Omary (3, 24) qui a montré que la K8 est un substrat de la pP38. Ces résultats indiquent 
que le traitement de cellules avec le méthyl-méthane sulfonate ou l'anisomycine 
représente deux modèles similaires qui pennettent d'étudier l'effet de la phosphorylation 
de la K8 sur la voie de signalisation Pl3KJAktINF-KR. 
L'activation de p38 MAPK est connue pour entraîner l'activation de la VOle 
PI3KJAkt (35) menant à la résistance à l'apoptose via plusieurs sentiers, dont l'activation 
de NF-KR. Il a été montré que l'activation de la voie de signalisation NF-KR est associée 
à l'activation de Hsp27 (PS82) (36). Nos résultats sont en accord avec cette donnée et 
montrent la présence de Hsp27 (pS82) suite aux traitements avec le méthyl-méthane 
sulfonate et l'anisomycine. Nos résultats suggèrent aussi que la K8 phosphorylée au 
niveau des résidus Sérine-73 et Sérine-431 pourrait être associée à l'interaction de K8/18 
avec la protéine de stress Hsp27 activée (pS82) après induction d'un stress cytotoxique. 
Lors de courts traitements avec le méthyl-méthane sulfonate et l'anisomycine la protéine 
Akt est activée. La phosphorylation précoce des K8 (S 73 ; S43 1) /18 dans ces conditions 
de stress cytotoxique, s'accompagne donc d'une activation de la protéine de survie Akt. 
Une augmentation de la présence dans le noyau du facteur de transcription NF-KR est 
aussi observée. Nous avons démontré que l'induction du stress cytotoxique entraine 
l'augmentation de l'expression protéique des K8/18, proportionnelle tant avec 
l'augmentation de la dose de l'agent cytotoxique (anisomycine ou méthyl-méthane 
sulfonate) que de la durée d'exposition. En outre, l'augmentation de la phosphorylation 
de K8 (S73 ; S431) au cours du temps est associée de façon similaire à l'activation la 
protéine chaperonne Hsp27. Dans plusieurs situations de stress les FIs fonnent des 
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agrégats. L'association des kératines avec Hsp27 (PS82), suggère que Hsp27 protège le 
réseau de FIs de K8118 et permet de maintenir intact le réseau de FIs suite au stress 
cytotoxique. En accord avec ce qui précède, l'interaction entre la K8 phosphorylée (S73 ; 
S431) et la chaperonne Hsp27 activée (P-S82) pourrait favoriser la coopération des 
kératines 8/18 avec les protéines de survie Akt et/ou NF-KB, étant donné qu'il est connu 
que Hsp27 médie l'activation des voies de survie en situation de stress cellulaire (37,38). 
En effet, les kératines pourraient servir de plateforme de transport pour NF -KB et le diriger 
vers le noyau (39). 
La phosphorylation de K8 sur le résidu S73 est impliquée aussi bien dans la 
régulation et la stabilisation de la protéine que dans son interaction avec certaines 
molécules (40), alors que celle de K8 S431, en coopération avec K8 pS73, est requise dans 
la réorganisation du réseau des FIs et la motilité cellulaire (41). L'augmentation du niveau 
de phosphorylation de ces deux sites dans nos expériences (Fig. 4), en réponse à 
l'induction des voies de stress dépendantes de p38, est en accord avec certaines études qui 
suggèrent que ces kératines réorganisées agissent comme des « éponges à phosphates» 
en séquestrant les molécules des SAPKs (stress activated protein kinases) (10). Ce 
processus permettrait d'inhiber l'activation des voies de mort cellulaire en empêchant le 
recrutement et l'activation des pro-caspases (25) en vue de rétablir l'équilibre rompu par 
l'agression. Nous avons démontré que cette phosphorylation des K8118 s'accompagne 
d'une baisse d'expression de l'inhibiteur cytoplasmique de NF-KB (IKB-a), et de 
l'augmentation de la fraction nucléaire de NF-KB inversement à sa fraction cytosolique. 
On sait que la libération cytoplasmique de NF-KB est précédée par la phosphorylation de 
IKB-a par un complexe kinasique IKKa (IKB kinases), suivie de sa rapide dégradation par 
le protéasome (42). Ainsi, la baisse de quantité de IKB-a après traitement soit avec 
l'anisomycine ou le méthyl-méthane sulfonate correspondrait à sa dégradation suite à sa 
phosphorylation. En plus, l'activation concomitante de la protéine de survie Akt (p-Akt-
S473), bien que de façon transitoire, supporte le concept d'une action coordonnée de 
modulation de cette voie de survie cellulaire par les K8118 phosphorylées en réponse aux 
effets nocifs de l'agression, probablement via l'activation de Hsp27. 
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Se fondant sur ces observations, il est fort probable que dans les cellules étudiées, 
la phosphorylation de K8/ 18 joue un rôle direct ou indirect dans l'activation de la protéine 
Akt, et dans la modulation de son effet en rapport avec l'établissement du nouvel équilibre 
cellulaire. Cette interprétation est basée entre autres sur le fait que p-Akt-S473 voit sa 
quantité décroitre peu de temps après son activation. Cette explication est aussi en accord 
avec les résultats de Wang et al. qui ont montré qu'une collaboration moléculaire 
permettait aux FIs de kératines et à Akt de réguler l'autophagie et la tumorigénèse (43). 
Dans le même ordre d'idées Kim, S. et al. ont démontré que la KI7 régulait la synthèse 
protéique et la croissance cellulaire, en se liant avec l'adaptateur moléculaire 14-3-3o, 
stimulant de ce fait la voie Akt/mTOR (44, 45). Pris ensemble, nos résultats démontrent 
que les kératines sont des modulateurs de la signalisation cellulaire. Les modifications 
post-traductionnelles joueraient un rôle essentiel dans le contrôle de cette fonction . 
En conclusion, nos résultats supportent le mécanisme moléculaire de modulation de 
la signalisation pro-survie par lequel la phosphorylation des K8 (S73 ; S431) / 18 est 
associée à l'activation des protéines Akt et NF-KB régulant ainsi la réponse cellulaire au 
stress cytotoxique. Cette modulation passerait probablement par l'intermédiaire de 
l'activation de la protéine chaperonne Hsp27 qui jouerait un rôle dans le maintien des 
kératines sous forme filamenteuse et de NF-KB. Cette constatation pourrait offrir de 
nouveaux marqueurs pronostiques pour les patients atteints d'hépatite chronique 
alcoolique ou médicamenteuse. 
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1.9 Légende des figures 
Figure 1. Expression des kératines et de différentes protéines de signalisation 
cellulaire suite à l'induction dose-dépendante d'un stress cytotoxique. A. Traitement 
des cellules HepG2 au méthyl-méthane sulfonate aux doses de 0.25 à 1 mg/ml pendant 2 
heures. Western blot montrant l'expression des kératines 8/18 totales; K8 pSer73 ; K8 
pSer431 et les modifications de différentes protéines (p38 et phospho-p38; Akt et 
phospho-Akt-Ser473) B. Traitement des cellules HepG2 à l'anisomycine aux doses de 2.5 
à 10 Ilg/ml pendant 2 heures. Le milieu de culture avec le diméthylsulfoxyde (DMSO) est 
utilisé comme contrôle. Western blot montrant les variations d'expression des K8/18, 
K8pSer73, K8pS43. C. Western blot montrant la localisation cyto-nucléaire de NF-KB 
après traitement des cellules HepG2 à l'anisomycine à la dose de 2.5-10 Ilg/ml pendant 2 
heures. Le milieu de culture avec le DMSO est utilisé comme contrôle. 
Figure 2. Expression des kératines et de différentes protéines de signalisation 
cellulaires suite à l'induction d'un stress cytotoxique en fonction du temps. A. Profil 
d 'expression de différentes protéines de la voie PI3K1Akt et des protéines induites à la 
suite du stress (p38 ; phospho-p38 ; Hsp27 ; phospho-Hsp27-Ser82) après traitement des 
cellules HepG2 au méthyl-méthane sulfonate à la dose de 0.1 mg/ml pendant 15min-4h, 
avec le milieu de culture seul (DMEM) comme contrôle. B. Modulation de l'expression 
des K8/18 totales et phosphorylées (K8 pSer73 ; K8 pSer431), et de la protéine Akt (totale 
et activée) suite au traitement des cellules HepG2 à l'anisomycine à la dose de 2.5-10 
Ilg/ml pendant 2 heures, avec le diméthylsulfoxyde (DMSO) comme contrôle. On observe 
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clairement que la réponse au stress est dynamique et varie au cours du temps. En outre, 
on note une augmentation transitoire de l'expression de la forme active d' Akt associée à 
la durée d'exposition de l'agent cytotoxique et une induction d'expression de la forme 
active de la protéine de choc thermique Hsp27. 
Figure 3. Dynamique de l'interactions entre NF-KB avec les kératines 8/18, et ses 
autres protéines cibles avant et après induction d'un stress cytotoxique dans les 
cellules Hep3B. A. Western blot montrant l'interaction entre K8/18 et NF-KB dans les 
échantillons contrôles, après immunoprécipitation de NF-KB, alors qu'on observe une 
absence de cette association avec l'induction du stress cytotoxique à la suite du traitement 
des cellules au méthyl-méthane sulfonate à la dose de 0.1 mg/ml pendant 4h. B. Western 
blot montrant l'interaction entre la protéine chaperonne Hsp27 ainsi que sa forme activée 
(p-Hsp27-S82) avec NF-KB au cours du stress cytotoxique (traitement au méthyl-méthane 
sulfonate 0.1 mg/ml pendant 4h) comparé aux cellules contrôles (DMEM seul). On note 
également l'absence d'interaction habituelle de NF-KB avec son inhibiteur IKB-a dans les 
conditions expérimentales comparé aux échantillons contrôles, suggérant une libération 
de NF-KB en situation de stress cytotoxique en vue de sa translocation nucléaire. Notez 
que pour la validité de l'immunoprécipitation, l'IgG de la même espèce que l'anticorps 
précipité a été utilisée comme contrôle interne et le lysat total représente le pool de 
protéines présentes dans l' échanti lion avant l' immunoprécipitation de la protéine 
d'intérêt. 
Figure 4. Interactions de kératine 8 phosphorylée (Serine-73 et Serine-431) avec la 
forme active de la chaperonne Hsp27 (p-Serine-82) suite à l'induction d'un stress 
cytotoxique dans les cellules Hep3B. A. Western blot montrant l'interaction de K8 
pSer73 avec Hsp27 pS82, après immunoprécipitation de K8 pSer73, suite au traitement 
des cellules Hep3B au méthyl-méthane sulfonate à la dose de 0.1 mg/ml pendant 4h, alors 
qu'on observe aucune interaction dans le milieu de culture seul (DMEM) utilisé comme 
contrôle. B. Western blot montrant l'interaction entre K8 pSer431 et Hsp27 pS82, après 
immunoprécipitation de K8 pS431, à la suite du traitement des cellules Hep3B au méthyl-
méthane sulfonate à la dose de 0.1 mg/ml pendant 4h, comparé avec le milieu de culture 
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seul (DMEM) utilisé comme contrôle. Notez que pour la validité de 
l'immunoprécipitation, l' IgG de la même espèce que l'anticorps précipité a été utilisée 
comme contrôle interne. 
Figure 5. Distribution des kératines 8/18 et de leurs formes phosphorylées dans les 
cellules Hep3B avant et après induction du stress cytotoxique. A. Des cellules Hep3B 
ont été traitées avec l'anisomycine à la dose de 10 flglml pendant 2h ou non (contrôle avec 
diméthylsulfoxyde seul) ; l'acquisition des images après immunofluorescence montre une 
réorganisation périnucléaire des K81l8 après exposition des cellules à l' anisomycine 
contrairement aux cellules non traitées dans lesquelles le réseau de kératines 8/18 est 
reconnu par son organisation cytoplasmique. K8 (Troma 1) est marquée par TRITC (anti-
rat), KI8 marquée par Alexa 488 (anti-mouse) et les noyaux par Hoesch. B. Images 
d'immunofluorescence des cellules Hep3B montrant une phosphorylation de K8 Ser73 en 
réponse à l 'anisomycine à la dose de 10 flglml pendant 2h, comparé aux cellules contrôles 
exposées au diméthylsulfoxyde seul. K8 pS73 est marquée par Alexa 555 (anti-rabbit) et 
les noyaux sont colorés par Hoesch. 
1.10 Figures 
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Fig. 5. A. Réorganisation des K81l8 après exposition des cellules Hep3B à l' Anisomycine 
(10 flg/mI/2h) 
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Fig. 5. B. Phosphorylation de K8 Ser73 en réponse à l'exposition des cellules Hep3B à 
l'Anisomycine (10 flg/ml pendant 2h) 
Hoeschst K8 pS73 Merge CONTROLE 
Hoeschst K8 pS73 Merge ANISOMYCINE 
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CONCLUSION 
1.11 Discussion générale 
Nos résultats montrent que l' induction chimique du stress cytotoxique dans les 
cellules s'accompagne d'une augmentation progressive de l'expression totale des K8118 
et leur phosphorylation de manière dose et temps dépendants. Ces résultats sont en accord 
avec les résultats obtenus dans notre laboratoire et dans d'autres laboratoire à savoir que 
les kératines sont impliquées dans la réponse des cellules épithéliales au stress 
cytotoxique. De plus, on note que l' induction du stress cytotoxique est aussi marquée par 
une activation de la protéine de choc thermique Hsp27 (PS82) qui s'associe avec les 
K8118. Dans ces mêmes conditions NF-KB se détache de son inhibiteur IKB-a et se 
retrouve dans le noyau. Par ailleurs, l'activation transitoire de la protéine de survie Akt 
(PS473) dans les expériences réalisées en fonction du temps de traitement est corrélée 
avec la phase initiale d 'augmer.1tation du niveau de phosphorylation des K8/ 18 en réponse 
à l'induction du stress cytotoxique, alors que la phosphorylation d'Hsp27-S82 reste 
constante. Il est connu que les protéines de choc thermique (Heat Shock Protein) jouent 
un rôle déterminant dans le maintien de l' homéostasie cellulaire au cours du stress, en 
particulier par la prévention du mauvais repliement des protéines qui conduit à leur 
agrégation (110,111). Parmi elles, la petite protéine de choc thermique Hsp27 est 
impliquée dans la dynamique d'assemblage des FIs en plus de co-localiser avec les 
kératines in vivo, suggérant une fonction de régulation des interactions moléculaires des 
kératines dans leurs réseaux cellulaires (112). Donc, dans cette étude, nous avons induit 
un stress cytotoxique en activant la voie p38MAPK par deux composés pharmacologiques 
(anisomycine et méthyl-méthane sulfonate). La cascade de signalisation conduit 
respectivement à la phosphorylation de la chaperonne Hsp27 (PS82) par p-MAPKAPK-2 
(pMK2) et à la phosphorylation de K8 qui est un substrat de p38MAPK (84). 
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Pour analyser les effets de l'induction du stress cytotoxique sur l'organisation de 
filaments de K8118 et leur mode d'assemblage, nous avons déterminé la dynamique 
d'expression de K8118 ainsi que leur principale modification post-traductionnelle qu'est 
la phosphorylation. Nos données démontrent qu'en association avec la phosphorylation 
de p38MAPK, on observe une augmentation de l'expression des K8/ 18 et de leurs 
fractions phosphorylées (K8pS73 et K8pS431). Alors que le niveau de phosphorylation 
de K8 sur le résidu Ser-73 est croissante en proportion de l'augmentation de la dose de 
l'agent cytotoxique, celle du résidu Ser-431 atteint un pic avant de décroitre. On sait par 
exemple que p38 phosphoryle K8 au niveau du résidu Ser-73 entrainant une résistance 
cellulaire à l'apoptose induite par Fas et une inhibition de la dégradation subséquente de 
K8 par le protéasome dans un contexte de stress cellulaire (113,114). Ainsi, on peut 
considérer que l'augmentation du niveau d 'expression et de phosphorylation de K8 (S73) 
dans nos cellules participe au processus de résistance aux dommages causés par les agents 
cytotoxiques. Étant donné que la phosphorylation du résidu Ser-431 de K8 fait intervenir 
les protéines activées par divers types de stress environnementaux SAPKI JNK (Stress 
Activated Proteins kinases/c-Jun N-terminal Kinase), de même que la liaison d'un ligand 
EGF (Epidermal growth factor) sur son récepteur (EGFR)(115), leur régulation peut 
expliquer la différence de réponse à l'agent cytotoxique. Aussi, la phosphorylation accrue 
de K8 S73 agit comme une éponge à phosphates dans les cellules subissant le stress, 
permettant ainsi de séquestrer les SAPK avec une baisse d'activation de certains de leurs 
substrats spécifiques (57). Ceci est mieux illustré avec nos expériences d'induction du 
stress cytotoxique en fonction du temps de traitement, où on observe une augmentation 
rapide de la phosphorylation du résidu Ser-431 de K8 suivie d'une décroissance alors que 
la phosphorylation de K8 S73 s'accroit de plus en plus. 
La réorganisation périnucléaire des filaments de K8118 après induction du stress 
cytotoxique dans nos expériences (microscopie confocale) est en accord avec de 
nombreuses études qui ont montré que la phosphorylation des K8118 régule l'assemblage 
des FIs de kératines ainsi que leurs interactions avec les autres membres du cytosquelette 
(84,101). La phosphorylation du réseau des K8118 est ainsi connue pour conduire à la 
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réorganisation des filaments sous forme des tétramères solubles, offrant une plate-forme 
d'interaction avec diverses molécules en fonction de l'état physiologique de la cellule 
(87). Bien que des kinases différentes soient probablement impliquées dans la 
phosphorylation de K 18, comparé à cel1e de son partenaire K8, il existe plusieurs 
évidences qui plaident en faveur d'une réponse coordonnée aux différents stimuli tant en 
conditions physiologiques que pathologiques (62). Lors du stress cytotoxique, 
parallèlement à la phosphorylation des résidus sérine de K8, beaucoup d'études ont noté 
également la phosphorylation du résidu Ser-52 de K18, qui est associée particulièrement 
à la modulation de la réponse cellulaire initiale par l'induction des protéines de choc 
thermique (88). 
Dans le but de démontrer le rôle de ces K8/ 18 phosphorylées dans la réponse 
cellulaire au stress cytotoxique, nous avons premièrement étudié l'expression des 
protéines cibles de la voie de survie PI3K1 Akt/NF -KB à la suite de l'action des composés 
pharmacologiques de manière dose dépendante. Nos résultats montrent que l'expression 
totale de la protéine de survie Akt reste stable, sans activation notable, en réponse à 
l'augmentation de la dose de l'agent cytotoxique. Cependant, on note une légère baisse 
d'expression de l'IKB-a de manière dose dépendante accompagnée d'une perte 
progressive de sa fraction phosphorylée. On sait que l'activation d'IKB-a conduit à son 
ubiquitination rapide et sa dégradation subséquente par le protéasome (116). Nous 
pensons donc que ce profil d'expression de p-IKB-a correspond clairement à un mode de 
libération du facteur de transcription NF-KB de son inhibiteur cytoplasmique. Fait 
intéressant, le fractionnement subcellulaire montre qu'en réponse à l'effet cytotoxique, la 
localisation nucléaire du facteur de transcription s'accroit de manière dose-dépendante par 
rapport à sa fraction cytoplasmique, suggérant son activation et sa translocation nucléaire 
subséquente. Il a été décrit que la susceptibilité à l'apoptose médiée par Fas des 
hépatocytes K8-nul est due à une déplétion nucléaire de NF-KB p65 à la suite de 
l' l'inhibition de sa phosphorylation/activation (117). Ainsi, la présence des K8/ 18 est 
indispensable pour l'activation de NF-KB p65 et la transcription de ces gènes cibles dont 
ceux régulant l'apoptose dans les conditions de stress chimique cytotoxique. Une des 
protéines en amont de la phosphorylation du complexe kinasique IKK, activateur d'IKB-
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a, est la protéine Akt. En analysant la réponse cellulaire au stress cytotoxique par rapport 
au temps d'exposition, nos données illustrent une activation transitoire d'Akt (PS473) dès 
15 minutes d'exposition à l'agent cytotoxique pour disparaitre respectivement après 
1 heure pour l'anisomycine et 30 minutes pour le méthyl-méthane sulfonate. Nous pensons 
que la petite différence dans l'activation d ' Akt des deux agents est due au fait que méthyl-
méthane sulfonate active JNK en plus de p38 MAPK et que JNK est décrit pour avoir des 
effets pro-survie ou parfois apoptotiques (84,118). 
Ensuite, nous avons étudié l'expression des autres protéines associées à la réponse 
au stress et à la survie cellulaires en fonction du temps d'exposition à l'agent cytotoxique. 
Notamment, nous avons observé une activation de la petite protéine de choc thermique 
Hsp27 (PS82) à l'instar de la phosphorylation progressive de p38 MAPK. Bien que la 
localisation subcellulaire de NF-KB p65 en fonction du temps d'exposition de l'agent 
cytotoxique n'ait pas été évaluée, la similitude d'expression de la forme active de son 
inhibiteur cytoplasmique (p-IKB-a) comparée à son profil d'expression de manière dose-
dépendante, plaide pour la libération cytoplasmique de NF-KB p65 et son activation 
subséquente. En outre, nous avons noté une interaction spécifique entre K18 et NF-KB 
p65 ainsi qu'entre IKB-a et NF-KB p65 dans les conditions de base, et une dissociation de 
ces interactions après induction du stress cytotoxique par le méthyl-méthane sulfonate. 
Étant donné que ces conditions de stress cellulaire sont caractérisées dans nos expériences 
par une phosphorylation des K8118, nous pouvons postuler que la libération et l'activation 
subséquente de NF-KB p65 dans nos conditions de stress cytotoxique dépendent de la 
phosphorylation des K8/ 18. La réorganisation périnucléaire de K81l8 phosphorylées 
pouvant offrir un réseau de transport du NF-KB p65 vers le noyau. En accord avec ces 
résultats, la démonstration faite par d'autres auteurs que l'inactivation et la déplétion 
nucléaire de NF-KB p65 dans les souris K8-null étaient impliquées dans la susceptibilité 
à l'apoptose des hépatocytes en situation de stress cytotoxique (117). 
Pris ensemble, ces résultats suggèrent une fonction active liée à la réorganisation 
architecturale des K81l8 phosphorylées dans la modulation de la réponse des protéines 
pro-survie, en particulier Akt et NF-KB, en situation de stress cytotoxique. Il a été décrit 
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que l'inhibition de la phosphorylation des K8/ 18 en réponse au stress du réticulum 
endoplasmique (ER) et de l'ubiquitination des protéines par le sorafénib, un inhibiteur 
multi-kinase, s'accompagnait d'une augmentation de la mort cellulaire dans les cellules 
dérivées de l'hépatome et des hépatocytes immortalisés (119). Le mécanisme de défense 
hépatocytaire face au stress cytotoxique passerait donc par la phosphorylation des K8/18 
sur des sites spécifiques en vue de coordonner l'activation des kinases pro-survie par des 
mécanismes probablement indirects. Étant donné que le stress cytotoxique entraine une 
agrégation des K81l8 hyper-phosphorylées et ubiquitinées (120), et que l'accumulation 
des protéines mal repliées active une réponse cellulaire adaptative (unfolded protein 
response: UPR) (121), il Y a lieu de s'interroger sur l'implication des chaperonnes 
moléculaires comme Hsp27 sur ces K8118. 
Nous avons réalisé une immunoprécipitation des fractions phosphorylées de K8 
(pS73 et pS473) aussi bien dans les conditions basales qu 'en présence de l'agent 
cytotoxique, en l'occurrence le méthyl-méthane sulfonate. Nos résultats montrent 
qu'après induction du stress cytotoxique, K8 phosphorylée (aussi bien sur le résidu Ser-
73 que SerA73) interagit avec la forme active de la petite protéine de choc thermique 
(Hsp27 pS82). Cette association moléculaire n'est pas visible dans les conditions basales, 
alors que dans le même état de stress cytotoxique NF-KB p65 interagit aussi avec Hsp27 
(formes totale et activée). Puisqu'il a été proposé que l' association des petites protéines 
de choc thermique avec les protéines de FIs régulent leurs interactions cellulaires (112), 
nous pouvons postuler que Hsp27 pS82 stabilise les agrégats de K8118 phosphorylées en 
même temps qu'il contribue indirectement à l'activation de NF-KB p65. Nos expériences 
n'ont pas permis de mettre en évidence une association éventuelle entre les isoformes 
d'Akt et K8/18 phosphorylées dans les conditions de stress cytotoxique (données non 
présentées). Par ailleurs, plusieurs études ont montré que la phosphorylation de Hsp27 
médie indirectement l'activation des protéines pro-survie, en particulier NF-KB et Akt, et 
inhibe les protéines pro-apoptotiques dans les conditions de stress cellulaire (122,123). 
Dans notre contexte, K8 phosphorylée et son association avec Hsp27, dont l'expression 
est inductible par une agression physico-chimique (57,82), peut être considérée comme 
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un élément majeur dans la modulation de la réponse cellulaire en situation de stress 
cytotoxique. 
D ' autre part, comme il est connu que l'inhibition du protéasome induit la 
phosphorylation des K81 18 sur leurs principaux sites et régule positivement les marqueurs 
de l'UPR (119), nous pouvons aussi considérer, tel que suggéré par d ' autres (124), que 
l'accumulation des K8118 participe du mécanisme de défense cellulaire en situation de 
stress. Il apparait donc clairement que ce processus de défense en réponse au stress 
cytotoxique dépend de la stabilité des interactions moléculaires des K8118 phosphorylées 
médiée par l' action des chaperonnes moléculaires comme Hsp27 et l'inhibition du 
protéasome (114) . Car une dégradation précoce de ces kératines solubles et ubiquitinées 
via le protéasome contrebalancerait l'effet de pool de phosphates indispensables pour 
empêcher l 'hyperphosphorylation de certaines kinases (57). Ainsi, une bonne 
coordination des cascades d'événements moléculaires est nécessaire pour moduler 
l'apoptose induite par ces agents cytotoxiques et permettre la restauration des équilibres 
physiologiques altérés (62). 
En résumé, la phosphorylation des K8 (S 73 et S431) 118 est un facteur déterminant 
dans la modulation de la réponse cellulaire face au stress cytotoxique médiée par la voie 
de survie PI3K1AktINF-KB. Notre recherche a montré que les hépatocytes exposés au 
stress cytotoxique de type chimique présentent une réorganisation péri nucléaire de son 
réseau de K8118 dont on note une augmentation significative de la phosphorylation. De 
plus, l'expression cyto-nucléaire de NF-KB plaide pour son activation et sa translocation 
nucléaire subséquente en conditions expérimentales, alors qu 'on observe son association 
avec K18 dans les conditions basales. L' expression de la forme active de la petite protéine 
de choc thermique Hsp27 en plus de son interaction avec les fractions phosphorylées de 
K8, ainsi que l' activation transitoire d ' Akt en réponse à l'exposition cytotoxique, orientent 
vers une action coordonnée initiée à la suite de l'altération des filaments de K8118. 
Ensemble, ces résultats suggèrent un nouveau rôle de la phosphorylation des K8118 dans 
la signalisation cellulaire par la modulation de l' activation des protéines pro-survie Akt et 
NF- KB en situation de stress cytotoxique. 
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1.12 Conclusion et Perspectives de Recherche 
Nos résultats indiquent que la phosphorylation des K8118 au cours d'un stress 
cytotoxique de type chimique joue un dans rôle crucial dans l'adaptation physiologique 
des cellules par la modulation de l'activité des protéines pro-survie AktINF-KB. La 
phosphorylation des K8118 est un élément de régulation essentiel dans ces conditions et 
permet des interactions moléculaires avec la petite protéine de choc thermique Hsp27, ce 
qui détermine une coopération moléculaire avec la voie de signalisation PI3K1AktINF-
KE. La dissociation moléculaire à la suite du stress cytotoxique entre d'une part K18 et 
NF K13 et d'autre part NF-K13 et son partenaire lK13-a, alors que s'accumule des fractions 
de K8/ 18 phosphorylées, suppose une fonction de modulation des activités physiologiques 
médiée par les kératines. La réorganisation péri nucléaire du réseau cytoplasmique des 
filaments de K8118 après leur phosphorylation pourrait ainsi offrir une plate-forme 
facilitant le transport et la translocation nucléaire NF-K13 en vue de la transactivation des 
gènes pro-survie. Une association entre NF-KB et Hsp27 après exposition à l'agent 
cytotoxique suggère que l'action des chaperonnes moléculaires est nécessaire aux 
fonctions physiologiques des K8118 phosphorylées. 
Malgré tous ces résultats, il est indispensable de poursuivre les études afin de mieux 
comprendre les mécanismes moléculaires par les quels les modifications post-
traductionnelles des K8118 protègent les cellules contre les stress cytotoxiques. 
Particulièrement, en essayant de comprendre quels facteurs déterminent l'intensité de 
l'interaction entre les K81l8 phosphorylées et les différentes protéines spécifiques activées 
dans des conditions de stress. L' impact des chaperonnes moléculaires et du système 
ubiquitine-protéasome dans la stabilisation des K8/ l8 phosphorylées doit être approfondi 
dans ces conditions de stress cytotoxique, ainsi que la formation éventuelle des complexes 
trimériques menant à une activité commune. Il serait aussi intéressant d 'étudier les 
marqueurs de l'UPR dans ces conditions pathologiques pour savoir clairement si la 
phosphorylation des K8/ 18 dans les hépatocytes agressés répond directement à cette 
réponse adaptative liée à un stress du réticulum endoplasmique. 
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Pour mieux comprendre comment la phosphorylation des K81l8 interagit avec 
d'autres modifications post-traductionnelles les affectant, telle que 1' 0- GlcNAcylation, 
et leurs rôles synergiques dans la régulation des voies de survie cellulaire, des études 
futures basées sur des techniques avancées et récentes devront être complétées dans 
diverses conditions de stress cellulaire. Parmi elles, l' utilisation des lignées cellulaires 
dont les kératines sauvages ne sont pas exprimées, qui seront transfectées par des gènes 
mutés et qui exprimeront de façon stable des phosphomutants de K8 (K8S73A, K8S73D, 
K8S431A, K8S431D) ou de KI8 (KI8S52A, KI8S52D). Ces cellules contenant des 
kératines mutantes pennettront de directement déterminer l'importance de la 
phosphorylation des kératines dans leur association avec des protéines impliquées dans 
les voies de signalisation cellulaire. Des interactions éventuelles pourront être mises en 
évidence avec des co-immunoprécipitations de phosphomutants de K81l8 dans une 
banque d'ADNc des cellules HepG2 ou Hep3B exposées à l'agent cytotoxique. Ces études 
pennettront d'identifier les résidus critiques pour la régulation des propriétés 
fonctionnelles des kératines. 
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